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LISTE DES ABBREVIATIONS 
 
ABA : Acide Abscissique 
AG : Acide gras 
AtMYB30ox : Lignée transgénique 
surexprimant AtMYB30 
AtMYB30ko : Mutant T-DNA affecté pour le 
gène AtMYB30 
AtMYB30as : Lignée transgénique sur-
exprimant AtMYB30 en orientation antisens 
AtMYB96ox : Lignée transgénique 
surexprimant AtMYB96 
AtMYB96ko : Mutant T-DNA affecté pour le 
gène AtMYB96 
AtMYB30 AtMYB96ox : Double surexpresseur 
d’AtMYB30 et AtMYB96 
AtMYB30 AtMYB96ko : Double mutant 
affecté pour AtMYB30 et AtMYB96 
BAK1: BRI1-associated receptor kinase 
BES1: bri1-Ethylmethane Sulphonate 
suppressor 1 
bHLH-LZ: basic Helix-Loop-Helix Leucine-
Zipper 
BZR : Brassinazole Resistant 1  
CC : Domaine Coiled-Coil  
CDPK: Protéine kinase calcium-dépendante  
ChIP : Immunoprécipitation de chromatine  
CNGC : Cyclic Nucleotide Gated Channel 
CHX : cycloheximide  
DEX : déxaméthasone 
ERF : Ethylene Responsive Factor  
ET : Ethylène 
ETI : Effector-Triggered Immunity ou 
résistance spécifique 
ECR : enoyl- CoA reductase  
ETS : Effector-Triggered Susceptibility 
FLIM : Fluorescent Lifetime Imaging 
GFP : Green Fluorescent Protein 
GR : récepteur au glucocorticoïde 
HCD : -hydroxy-CoA-dehydratase  
HR : Réponse hypersensible 
IPCS : inositolphosphorylceramide synthase  
ISR : Induced Systemic Resistance 
JA : Acide jasmonique 
KCS : -ketoacyl-CoA synthase  
KCR : -ketoacyl-CoA reductase  
LAR : Résistance locale acquise 
LCB: Long Chain base 
LMM : Lesion Mimic Mutant 
LRR-RLK: Leucine-Rich Repeat Receptor Like 
Kinase 
LOH : céramide synthase 
LOX: Lypoxygénase  
LTP: Lipid Transfert Protein 
MAPK: Mitogen Associated Protein Kinase 
MBS: MYB binding site 
MYB: « avian Myeloblastosis virus oncogene » 
NBS-LRR: Nucleotide Binding Site, NBS - 
Leucine Rich Repeat 
NLS : Signal de Localisation Nucléaire 
NO: Nitric Oxyde 
PAMP: Pathogen-Associated Molecular Pattern  
PCD: Programme de Mort Cellulaire 
PR: Pathogenesis-related protéine 
PRR: Pattern Recognition Receptors  
Pst : Pseudomonas syringae pv tomato 
PTI : PAMP-Triggerd Immunity ou résistance 
basale 
RE : Réticulum endoplasmic 
ROI: Reactive Oxygen Intermediates 
ROS: Reactive Oxygen Species 
SA : Acide salicylique 
SAR : Résistance systémique acquise 
SPT : sérine palmitoyltransférase  
STK: Sérine/thréonine kinase 
SUMO: small ubiquitin-related modifier  
TF : facteur de transcription  
TIR: Toll Interleukine Receptor 
TMV: virus de la mosaïque du tabac  
TTSS: Type Three Secretion System 
VLCFA : Acide gras à très longue chaîne 
VPE: Vacuolar Procession Enzyme 
Xcc : Xanthomonas campestris pv campestris
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Chapitre I : Concepts généraux de pathologie 
végétale 
 
Les plantes sont fréquemment soumises à des agressions par des agents phytopathogènes. Pour 
lutter contre ces agresseurs, elles ont du développer des mécanismes de défense adaptés. Ces mécanismes 
complexes sont activés par la plante après reconnaissance de l’agent pathogène. Il s’établit alors un 
dialogue moléculaire entre la plante et son agresseur, dont l’issue déterminera le type de relation entre la 
plante et l’agent pathogène : résistance ou maladie.  
 
 Dans le cas où la mise en place des mécanismes de défense dans la plante n’est pas suffisante pour 
limiter la progression de l’agent pathogène, on parle d’interaction compatible. L’agent pathogène dit 
virulent se multiplie et colonise une partie ou la totalité de la plante qui réagit alors plus ou moins 
efficacement à cette agression (résistance basale). La plante développe alors une maladie  altérant son 
développement, elle est alors dite sensible.  
Si toutes les variétés d’une même espèce végétale sont résistantes à toutes les races d’un même agent 
pathogène : on parle de résistance non-hôte. 
 Dans le cas d’une reconnaissance spécifique entre la plante et l’agent pathogène, les mécanismes de 
défense mis en place par la plante sont suffisants pour limiter la progression de l’agent pathogène, on 
parle alors de résistance spécifique de la plante. L’agent pathogène est dit avirulent et on parle alors 
d’interaction incompatible. 
 
 La défense désigne l’ensemble des mécanismes mis en place par la plante afin de lutter contre une 
attaque pathogène. Il existe deux grands types de défenses : 
- Les défenses constitutives. Comme leur nom l’indique, ces défenses sont présentes dans la plante 
même en l’absence d’un agent pathogène. La première barrière à l’infection est bien entendu une 
barrière physique telle que les parois ou le cytosquelette des cellules végétales (Thordal-
Christensen, 2003). Il s’agit également de molécules antimicrobiennes exprimées 
constitutivement chez la plante. Cette protection immédiate permet surtout de laisser le temps à la 
plante de mettre en place ses défenses inductibles plus efficaces. 
- Les défenses induites. Elles sont activées par la plante en réponse à une attaque par un agent 
pathogène (Thordal-Christensen, 2003). On parle également d’immunité chez les plantes par 
analogie à l’immunité observée dans les systèmes animaux.  
 
Dans la suite de ce chapitre, nous traiterons uniquement les défenses induites. Dans un premier 
temps, nous verrons comment l’évolution du couple plante-agent pathogène est à l’origine de 2 types de 
résistances pour lesquelles un certain nombre de mécanismes sont conservés (§1). Puis nous nous 
intéresserons plus particulièrement aux mécanismes de mise en place de la résistance basale et non-hôte 
(§2), puis de la résistance spécifique (§3).  
PAMPs
Effecteurs
Avr-R
Effecteurs
Avr-R
Ap
tit
ud
e 
à
la
 d
éf
en
se
Seuil de HR
Seuil de résistance 
efficace
PTI
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Figure 1 : Le modèle zig-zag (D’après Jones et Dangl, 2006). 
Dans une première phase, les plantes détectent les PAMP microbiens via les récepteurs PRR et mettent en 
place la résistance basale (PTI, PAMP-Triggerd Immunity). Dans une deuxième phase, des agents 
pathogènes libèrent des effecteurs qui vont interférer avec la résistance basale et favoriser le 
développement de l’agent pathogène, résultant en une sensibilité de la plante (ETS, Effector-Triggered
Susceptibility). Dans une troisième phase, un effecteur (en rouge) est reconnu par une protéine R qui 
déclenche la résistance spécifique (ETI, Effector-Triggered Immunity), souvent accompagnée de la HR. 
Dans la quatrième phase, les agents pathogènes ayant perdu l’effecteur rouge et éventuellement gagné
d’autres effecteurs (en bleu) sont sélectionnés. Chez la plante, la sélection va favoriser de nouveaux allèles 
de gènes R, capables de reconnaître ces nouveaux effecteurs, résultant en une résistance spécifique.
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1. L’immunité chez les plantes 
 
1.1 Le modèle Zig Zag ou co-évolution des deux adversaires plante-agent 
pathogène 
 Au cours de l’évolution, les plantes ont mis en place un système de défense extrêmement  efficace 
pour lutter contre les organismes pathogènes, permettant la résistance à de nombreux agresseurs 
microbiens. Une partie de ce succès est due à l’existence dans chaque cellule végétale d’un large spectre 
de systèmes de reconnaissance. Le modèle Zig-Zag, représente de manière schématique l’évolution 
simultanée des protéines végétales et des protéines bactériennes, au cours du temps, ainsi que leurs 
conséquences pour la plante : résistance ou maladie (Jones and Dangl, 2006) (Figure 1). 
Les plantes détectent les agents pathogènes via la perception de composés très conservés d’une 
espèce pathogène à l’autre, nommés PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern) (Zipfel and Felix, 
2005). Ce premier niveau de reconnaissance déclenche la mise en place de l’immunité innée ou PTI 
(PAMP-triggered immunity) (Figure1). On regroupe sous ce terme deux types de résistance :  
- la résistance basale qui limite l’étendue de la maladie par l’agent pathogène virulent. Elle réduit 
la sévérité des symptômes mais ne stoppe ni le développement de l’agent pathogène, ni la 
maladie. 
- La résistance non - hôte qui se distingue par le fait qu’elle est efficace en réponse à toutes les 
souches avirulentes d’un agent pathogène donné. 
Cependant les agents pathogènes ont évolué avec succès afin de supprimer la PTI soit en interférant avec 
l’événement de reconnaissance, soit en supprimant les étapes de signalisation en aval de l’étape de 
reconnaissance. Dans la plupart des cas, la suppression de la PTI fait intervenir des effecteurs de virulence 
sécrétés directement à l’intérieur de la cellule végétale. Il en résulte une sensibilité accrue de la plante, 
nommée ETS (effector-triggered susceptibility) (Figure1).  
Au cours de l’évolution dynamique entre les plantes et les agents pathogènes, certaines plantes ont en 
outre développé un mécanisme de reconnaissance encore plus spécifique afin de détecter la présence 
d’agents pathogènes. Les effecteurs sont ainsi les cibles d’une « surveillance » assurée par les protéines de 
résistance de la plante. La résistance spécifique qui est alors déclenchée, ou encore ETI (Effecteur-
triggered immunity), est une PTI amplifiée et accélérée, qui est le plus souvent accompagnée d’une mort 
cellulaire limitée au niveau du site d’infection appelée réponse hypersensible (HR) (Figure 1). 
Enfin, les agents pathogènes ont évolué à nouveau par l’acquisition de nouveaux effecteurs afin de 
supprimer la résistance spécifique. Chez la plante, de nouveaux allèles R évoluent à leur tour afin de 
contourner les effecteurs bactériens. 
Donc l’interaction entre les plantes et les agents pathogènes peut être assimilée à une course aux 
armements sans fin où chacun des deux protagonistes est amené à évoluer pour vaincre l’autre. Les 
différentes étapes de ce processus seront décrites plus précisément dans les paragraphes 2 et 3.  
 
 
Résistance basale
signalisation
BR
signalisation
Flagelline
(flg22)
EF-Tu
(elf18)
Brassinostéroïdes
BR
Figure 2 : La perception des PAMP chez les plantes via des récepteurs appelés PRR (D’après Zipfel, 2008).
La flagelline bactérienne (flg22) et EF-Tu sont reconnus par les récepteurs LRR-RLK FLS2 et EFR respectivement. La 
xylanase est reconnue par les RLP LeEIX1 et LeEIX2. Le récepteur de la chitine chez le Riz est une protéine 
transmembranaire CeBiP contenant 2 domaines LysM. Chez Arabidopsis, le LRR-RLK CERK1 est requis pour la réponse 
à la chitine. 
Figure 3 : BAK1, un récepteur kinase impliqué dans la résistance basale et dans la signalisation des 
brassinostéroïdes (D’après Zipfel, 2008).
A l’origine, BAK1 a été trouvé comme un interacteur de BRI1 et comme régulateur positif de la signalisation des 
brassinostéroïdes chez Arabidopsis. Le complexe BRI1 inclut également SERK1 et BKK1. FLS2 et EFR interagissent 
également avec BAK1 et sont nécessaires à la mise en place de la défense basale. Néanmoins, il semble que la réponse 
médiée par EFR est moins affectée par la mutation bak1 que celle médiée par FLS2. Il semblerait que EFR interagisse 
préférentiellement avec d’autres SERK.
BACTERIE CHAMPIGNON
RizTomate ArabidopsisArabidopsis
Tomate
N. benthamiana
Arabidopsis
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1.2 Des mécanismes communs dans la mise en place de ces différentes 
résistances 
Quelque soit l’issue de l’interaction, la mise en place des différents types de résistance se déroule 
en trois grandes étapes incontournables: 
- la reconnaissance mutuelle des deux partenaires de l’interaction. La reconnaissance de 
molécules produites spécifiquement par l’un ou par l’autre des acteurs nécessitent la présence de 
récepteurs capables d’identifier une molécule donnée ou une famille de molécules caractéristiques 
de l’agent pathogène. Cet événement de reconnaissance est essentiel puisqu’il conditionne le type 
de résistance mise en place par la suite.   
- la transduction du signal au sein de la cellule végétale, fait intervenir des réseaux complexes de 
signalisation interconnectés, afin de transmettre l’information de reconnaissance jusqu’au noyau. 
Elle aboutit à l’intégration de différents signaux, modulés via leur nature biochimique, leur 
abondance et la vitesse de leur production, pour une activation appropriée des mécanismes de 
défense.  
- la mise en place de la défense se traduit par l’activation de nouveaux programmes génétiques 
ayant pour conséquence un remodelage complet de l’expression des gènes au sein de la cellule. 
Des différences qualitatives et essentiellement quantitatives peuvent être observées selon le type 
d’agent pathogène et le type d’interaction étudiés (Tao et al., 2003). 
 
 
2. Les mécanismes de mise en place de la résistance basale et 
non-hôte 
2.1 La reconnaissance des PAMP par les plantes 
La PTI est la première réponse active de la plante en réponse à la perception de l’agent pathogène. 
Sa mise en place repose sur la reconnaissance par la plante d’éliciteurs généraux ou PAMP. Ce sont des 
molécules essentielles à la vie de l’agent pathogène, conservées et typiques de toute une classe d’agents 
pathogènes qui seront perçues par un large spectre de plantes hôtes. De nombreux PAMP ont été isolés à 
partir de bactéries, champignons ou oomycètes, comme des lipopolysaccharides (Dow et al., 2000), la 
flagelline (Felix et al., 1999) et le facteur d’élongation Ef-Tu (Kunze et al., 2004). La perception des 
PAMP par les plantes se fait via des récepteurs appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) situés à la 
surface des cellules. 
Un des exemples les plus étudiés concerne la reconnaissance de la flagelline, constituant principal 
du flagelle bactérien. Un peptide synthétique de 22 acides aminés flg22 issu de la flagelline est suffisant 
pour induire des réponses de défense chez différentes plantes (Zipfel et al., 2004). Chez Arabidopsis, la 
perception de flg22 est assurée par le récepteur FLS2 (Flagellin Sensing 2) identifié au cours d’un 
criblage génétique utilisant flg22 (Chinchilla et al., 2006). Sa structure est homologue à celle de TLR5 
responsable de la perception de la flagelline chez les animaux (Gomez-Gomez and Boller, 2000). FLS2 
présente les caractéristiques des récepteurs de type LRR-RLK (leucine-rich repeat receptor like kinase) : 
un domaine LRR extracellulaire d’interaction protéine-protéine, un domaine transmembranaire et un 
domaine Ser/Thr kinase cytoplasmique (Figure 2). D’autres PRR ont été identifiés ; tous ne sont pas des 
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LRR-RLK, à l’instar du récepteur de l’éliciteur de chitine CeBiP qui est une protéine transmembranaire 
composée de 2 domaines extracellulaires LysM et un très court domaine cytoplasmique (Kaku et al., 
2006). Le fait que cette protéine ne contienne pas de domaine de signalisation intracellulaire suggère que 
d’autres composantes de signalisation sont requises. En effet, une protéine RLK avec 3 domaines LysM 
extracellulaires, nommée CERK1 est requise pour la réponse à la chitine chez Arabidopsis (Miya et al., 
2007). Par ailleurs, bien que les LRR-RLK, tels que FLS2 ou EFR, possèdent un domaine intracellulaire 
nécessaire à la signalisation, il semble qu’il y ait recrutement d’autres LRR-RK pour assurer l’intégralité 
de leur fonction. En effet, l’activation du récepteur FLS2 par son ligand la flagelline implique la 
formation d’un complexe avec BAK1 (BRI1-associated receptor kinase) (Chinchilla et al., 2007) (Figure 
3). BAK1 est un récepteur kinase de type LRR qui forme également un complexe avec le récepteur BRI-1 
suite à la reconnaissance des brassinostéroïdes (Li et al., 2002). BAK1 aurait donc au moins 2 rôles : (i) 
d’être un régulateur positif de la perception de PAMP et donc d’influencer la résistance basale, (ii) et de 
réguler le récepteur hormonal BRI1 et donc d’influencer le développement de la plante. 
 
2.2 La réponse de la plante : signalisation et résistance basale 
 La résistance basale est donc initiée par la reconnaissance des PAMP par les récepteurs. 
L’activation de ces récepteurs membranaires déclenche l’activation de voies de signalisation impliquant 
une cascade de « mitogen-activated » protéines kinases (MAPK), la production d’espèces réactives de 
l’oxygène, l’induction transcriptionnelle de gènes de défense et  le dépôt de callose afin de prévenir la 
croissance de l’agent pathogène (Nurnberger et al., 2004). Cependant, peu de données expliquent 
comment les récepteurs membranaires transmettent le signal dans le cytoplasme. Comme chez les 
animaux ou la levure, l’endocytose des récepteurs serait impliquée dans cette signalisation (Altenbach and 
Robatzek, 2007). En effet, BAK1, qui interagit avec FLS2 ou BRI1 suite à la liaison avec la flagelline ou 
les brassinostéroïdes, provoquerait l’internalisation des 2 récepteurs dans des endosomes et donc la 
transmission du complexe de signalisation (Robatzek et al., 2006; Russinova et al., 2004). Les voies de 
transduction qui suivent la perception sont encore peu étudiées. Néanmoins Asai et collaborateurs ont mis 
en évidence l’intervention d’une cascade complète de 3 MAP kinases, MEKK1, MKK4/5 et MPK3/6 
(Asai et al., 2002; Zipfel et al., 2004). Ces cascades de MAPK permettent l’activation de facteurs de 
transcription de type WRKY, tels WRKY22 et WRKY29 qui activent à leur tour la transcription de gènes 
de défense et qui exercent un rétrocontrôle positif sur leur propre expression (Asai et al., 2002). De plus, 
l’activation de ces MAPK confère une résistance aux bactéries et champignons pathogènes, suggérant que 
cet événement de signalisation initié par différents types d’agents pathogènes converge vers une même 
voie de MAPK conservée (Asai et al., 2002). 
 
2.3 Les agents pathogènes sont capables de contourner l’immunité induite 
par les PAMP (PTI) 
 Même si les récepteurs de PAMP reconnaissent quelques caractéristiques universelles des agents 
pathogènes et initient les réponses de défense des plantes, certains microorganismes pathogènes sont 
capables d’infecter avec succès les plantes. Ils ont en effet acquis au cours de l’évolution, des systèmes de 
suppression de la défense basale qui fait intervenir notamment des effecteurs virulents directement 
Figure 4 : Modèle de mise en place de la résistance des plantes face aux bactéries (D’après Chisholm et al.,
2006).
A. La reconnaissance des PAMP par les récepteurs végétaux extra-cellulaires (RLK) déclenche la mise en place de 
la résistance basale ou PTI (PAMP-Triggered Immunity). Celle-ci implique l’activation de cascades de MAP kinases 
et une reprogrammation transcriptionnelle. 
B. Les bactéries phytopathogènes utilisent le système de sécrétion de type III pour libérer leurs effecteurs dans la 
cellule hôte. Ceux-ci vont supprimer une partie des réponses de la plante, menant à une situation de sensibilité.
C. Les protéines de résistance perçoivent l’entrée de l’effecteur dans la cellule et activent la résistance spécifique ou 
ETI (Effector-Triggered Immunity).
Reconnaissance des PAMP 
déclenche l’immunité
PTI
Sécrétion d’effecteurs de type III 
supprime l’immunité
SENSIBILITERESISTANCE RESISTANCE
Protéines R reconnaissent 
l’activité des effecteurs
ETI
A B C
Figure 5 : Exemples de HR chez les plantes
A. Feuilles de Tabac inoculées avec de l’eau (gauche) ou avec le virus de la mosaïque du Tabac (à droite) (Hofius et 
al., 2007).
B. Feuille d’Arabidopsis infiltrée avec une suspension bactérienne de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 
portant le gène d’avirulence avrRpm1.
A B
HR
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sécrétés à l’intérieur de la cellule végétale. Ces effecteurs sont capables d’interférer avec les différentes 
étapes de la mise en place de la résistance basale. 
Certains effecteurs peuvent cibler directement les complexes de PRR. Par exemple, AvrPto, 
effecteur de Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), interagit avec les récepteurs FLS2 et EFR et inhibe 
leur autophosphorylation (Xiang et al., 2008). De plus AvrPto interagit préférentiellement avec BAK1, ce 
qui interfère avec la formation du complexe FLS2-BAK1 nécessaire à la mise en place de la résistance 
(Shan et al., 2008). 
Les effecteurs peuvent affecter également les voies de signalisation en aval de la perception des PAMP. 
La coronatine est une toxine produite par Pseudomonas syringae qui agit comme un analogue du 
jasmonate, une molécule signal capitale pour la mise en place des défenses. Elle contribue à la virulence 
de la bactérie en supprimant la réponse médiée par l’acide salicylique (Laurie-Berry et al., 2006). De 
même, l’effecteur YopJ de Yersinia inhibe la cascade de MAP kinases en acétylant les résidus régulés par 
phosphorylation des protéines MEK (Mukherjee et al., 2006).  
L’activité transcriptionnelle de la plante est également manipulée par certains effecteurs. Par exemple les 
membres de la famille d’effecteurs AvrBS3 de Xanthomonas contiennent une séquence de localisation 
nucléaire et un domaine acide d‘activation de la transcription, suggérant que ces effecteurs miment des 
activateurs transcriptionnels végétaux et manipulent ainsi le transcriptome de la plante hôte (Kay and 
Bonas, 2009). Enfin, l’effecteur AvrPto de Pst est capable de limiter le dépôt de callose et la formation de 
la papille d’infection, lorsqu’il est surexprimé chez Arabidopsis (Zipfel and Rathjen, 2008). L’ensemble 
de ces mécanismes permettent d’améliorer la colonisation de la plante par les agents pathogènes dont il 
résulte une sensibilité accrue pour la plante. 
  
 
3. Introduction à la résistance spécifique 
L’évolution des protéines effectrices sécrétées par les agents pathogènes a conduit à l’acquisition, 
chez la plante, de protéines qui reconnaissent spécifiquement les effecteurs bactériens, fongiques ou 
viraux, permettant ainsi la mise en place d’une résistance efficace de la plante. Cette résistance dite 
spécifique implique le plus souvent la mise en place de la réponse hypersensible (HR), qui se traduit par 
une mort cellulaire limitée au site d’infection. Le modèle général de la mise en place de la résistance 
basale, de sa répression par les effecteurs bactériens et du développement de la résistance spécifique est 
présenté en Figure 4 (Chisholm et al., 2006).  
 
3.1 La réponse hypersensible 
La HR est l’un des mécanismes de défense des plantes les plus spectaculaires et les plus efficaces. 
Elle est généralement associée à la résistance spécifique de type hôte mais aussi à certains types de 
résistance non-hôte. La HR est une forme de mort cellulaire programmée génétiquement, mise en place de 
façon très rapide, et limitée à la zone infectée par l’agent pathogène (Figure 5). 
Deux rôles sont attribués à cette réponse de défense. D’une part, la mort des cellules végétales 
entourant l’agent pathogène perturberait considérablement le développement de ce dernier. En effet, celui-
ci se retrouve dans un milieu dépourvu d’éléments nutritifs, au pH et à l’hygrométrie défavorables, et 
contenant des composés toxiques libérés suite à la mort des cellules. Cependant, ces conditions sont 
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favorables à l’invasion par certains agents pathogènes nécrotrophes comme Botrytis (Govrin and Levine, 
2002). D’autre part, la HR jouerait un rôle de signal d’alarme, informant les autres parties de la plante de 
l’attaque. Ce signal généré lors de la HR se propagerait à l’ensemble de la plante, autorisant la mise en 
place de défenses systémiques évoquées dans le paragraphe suivant. 
 
3.2 Les mécanismes de défense systémique acquise 
A distance de la zone infectée par l’agent pathogène, des signaux déclenchent des mécanismes de 
défense systémiques qui rendent les parties indemnes de la plante plus apte à freiner la progression de 
l’agent pathogène. En bordure immédiate de la zone infectée, la Résistance Acquise Locale (Local 
Acquired Resistance, LAR) se met en place. Plus loin de la zone infectée et dans l’ensemble de la plante, 
on observe une Résistance Systémique Acquise (Systemic Acquired Resistance, SAR). Ainsi, la plante 
présentera une résistance accrue de longue durée lors d’une deuxième infection (Ross, 1961). La SAR est 
précédée d’une augmentation de la concentration en Acide Salicylique (SA) et est accompagnée d’une 
accumulation des protéines PR. 
Les défenses constitutives sont les premières barrières à l’infection par les agents 
pathogènes. Si celles-ci ne sont pas suffisantes pour stopper la propagation de  l’agent 
pathogène, la plante met en place différents niveaux de résistance. 
Le premier niveau de défenses induites chez la plante est  la défense basale qui repose 
sur la reconnaissance par la plante de motifs caractéristiques d’agents pathogènes et 
communs à un grand nombre d’entre eux (les PAMP). La coévolution entre les agents 
pathogènes et les plantes a mené pour chacun d’eux respectivement à l’acquisition de 
systèmes de suppression des défenses ou à l’acquisition de systèmes de surveillance. Le 
niveau de défense le plus fort alors acquis par la plante est la résistance spécifique dont la 
manifestation ultime est la HR. 
Le chapitre suivant décrit les principales étapes nécessaires à l’établissement et au 
contrôle de la mort cellulaire hypersensible, et dont certaines sont communes à la mise en 
place de la résistance basale. 
MALADIEMALADIE
avr
MALADIERESISTANCE
Avr
rR
Génotype de 
la plante
Génotype de 
l’agent 
pathogène
Avr R Avr
R
r
ravr avr
Figure 6 : Le modèle de résistance « gène pour gène »
La résistance n’est induite que dans le cas où la plante exprime le gène de résistance R dont le produit est impliqué
dans la reconnaissance du produit du gène d’avirulence Avr exprimé par l’agent pathogène. Dans tous les autres 
cas, la maladie se développe.
R, Avr : gènes dominants; r,avr : gènes récessifs.
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Chapitre II : Le contrôle moléculaire de la 
HR, une forme de mort cellulaire associée à 
la résistance chez les plantes 
 
 Ce chapitre présente les grandes étapes menant à l’établissement de la résistance et de la HR. 
Tout d’abord, elle se met en place après une reconnaissance spécifique de l’agent pathogène (§1). Cette 
étape est déterminante pour le déclenchement d’évènements précoces de signalisation (§2). La HR, et plus 
largement la résistance, sont soumises à un contrôle hormonal (§3). Enfin nous verrons quelles sont les 
composantes de l’exécution de la HR (§4) et ses conséquences (§5). 
 
 
1. La reconnaissance : Etape clé dans la mise en place de la HR 
 Comme pour la résistance basale, la reconnaissance est une étape clé dans la mise en place de la 
résistance spécifique. Nous verrons dans un premier temps les acteurs de cette reconnaissance (§1-1), puis 
les mécanismes qui la sous-tendent (§1-2). 
 
1.1 Les acteurs de la résistance spécifique  
 Le concept de reconnaissance spécifique de l’agent pathogène par la plante a été proposé dans les 
années 1950 par Flor (Flor, 1955). Il a mis en évidence, dans le cas de la rouille du Lin, que la mise en 
place de la HR et de la résistance chez la plante nécessitait la présence d’un gène chez les deux 
partenaires : chez la plante un gène appelé gène de résistance ou gène R, et chez le champignon 
pathogène, un gène d’avirulence ou gène Avr. En l’absence d’un des acteurs, la maladie se développe 
(Figure 6). Sur la base de ce modèle génétique « gène pour gène », il a été proposé une interprétation 
biochimique du modèle selon laquelle les protéines R agiraient comme des récepteurs qui lieraient 
spécifiquement une protéine ligand Avr correspondante afin d’activer les mécanismes de défense de la 
plante (Gabriel and Rolfe, 1990). 
 
1.1.1 Les facteurs d’avirulence des bactéries phytopathogènes 
 Les bactéries produisent un grand nombre de facteurs de virulence qui facilitent leur croissance et 
leur capacité à provoquer la maladie dans les tissus végétaux. Une étape importante du pouvoir pathogène 
des bactéries est la libération de leurs effecteurs jusqu’au cytoplasme de la plante. Pour cela, elles utilisent 
un système de transport protéique permettant de transpercer la paroi cellulaire et d’injecter ces effecteurs 
dans la cellule végétale. Il existe différents systèmes de sécrétion mais le plus fréquemment utilisé par les 
bactéries phytopathogènes est le système de sécrétion de type III (Type Three Secretion System, TTSS). 
Il s’agit d’un complexe multiprotéique assemblé sous la forme d’une « seringue » transmembranaire, qui 
permet l’injection d’effecteurs de type III, directement à l’intérieur de la cellule de l’hôte. Les protéines 
Tableau 1 : Exemples de couples R / Avr et leurs fonctions (D’après Chisholm et al., 2006).
Figure 7 : Représentation de la structure et de la localisation des quatre principales classes de protéines 
de résistance (D’après Dangl et Jones, 2001).
Les protéines R du type NB-LRR représentent la plus grande classe et sont localisées dans le cytoplasme. De 
même, les Ser/Thr kinases telles que Pto sont également cytoplasmiques. A l’inverse, les protéines Cf et Xa21 ont 
un domaine transmembranaire et un domaine LRR extra-cellulaire.
CC : Coil-Coiled domaine; NB : Nucleotide Binding Site; LRR : Leucine-Rich Repeat; TIR : Toll Interleukine Receptor; Kin : 
domaine kinase
Effecteurs Organismes Fonction biochimique
Cible 
végétale Gène R Plante Classe
AvrRpt2 Pseudomonas syringae Protéase RIN4 RPS2 Arabidopsis CC-NB-LRR
AvrB Pseudomonas syringae Protéase RIN4 RPM1 Arabidopsis CC-NB-LRR
AvrRPM1 Pseudomonas syringae Protéase RIN4 RPM1 Arabidopsis CC-NB-LRR
AvrPphB Pseudomonas syringae Protéase PBS1 RPS5 Arabidopsis TIR-NB-LRR
PopP2 Ralstonia solanearum Cystéine protéase - RRS1-R Arabidopsis TIR-NB-LRR-WRKY
Avr-Pita Magnaporthe grisea Métalloprotéase - Pi-ta Riz NB-LRR
AvrPtoB Pseudomonas syringae E3 ligase - Pto Tomate STK
XopD Xanthomonas campestris Cystéine protéase SUMO - Arabidopsis -
Avr2 Cladosporium fulvum
Inhibiteur de 
protéases Rcr3 Cf-2 Tomate eLRR
Avr4 Cladosporium fulvum - Chitinase Cf-4 Tomate eLRR
- Xanthomonas oryzae - - Xa21 Riz eLRR
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de ce complexe sont codées par des gènes regroupés en un cluster dans le génome de la bactérie. Celui-ci 
est appelé cluster hrp (Hypersensitive Reaction and Pathogenicity), car des mutants affectés dans ces 
gènes (mutants hrp-), ne sont plus capables ni de déclencher une HR chez les plantes hôtes, ni d’induire la 
maladie chez les plantes sensibles à la souche sauvage (Yuan, 1996). 
 Il existe une grande diversité d’effecteurs bactériens. Ainsi, chez Pseudomonas syringae pv. 
tomato plus de 40 gènes d’avirulence ont été identifiés (Chang et al., 2005). Comme précédemment 
introduit (§2.3, chapitre 1), différents rôles peuvent être attribués à ces effecteurs : participer à la 
libération de nutriments favorisant le développement de l’agent pathogène, ou interférer avec le 
métabolisme de la plante pour inhiber ses mécanismes de défense (Abramovitch and Martin, 2004; 
Truman et al., 2006). La plupart d’entre eux possèdent des activités enzymatiques telles que des activités 
protéases (AvrRpt2 ou AvrRpm1), cystéine protéase (XopD) ou E3 ubiquitine ligase (AvrPtoB) 
(Janjusevic et al., 2006; Mudgett, 2005) (tableau 1).  
Nous avons vu précédemment que certains effecteurs étaient capables de réprimer la mise en 
place de la résistance basale, et pouvaient devenir à leur tour la cible de protéines R. Ainsi la coévolution 
des 2 partenaires a mené dans certains cas à la suppression de la HR et de la résistance « gène pour gène » 
via l’acquisition de nouveaux effecteurs. Notamment, le gène d’avirulence AvrPtoB supprime la PCD 
(mort cellulaire programmée) dans des plantes de Tomate sensibles. AvrPtoB est une E3 ubiquitine ligase 
qui une fois injectée dans la plante pourrait cibler des protéines impliquées dans l’activation de la PCD en 
provoquant leur dégradation par le protéasome (Abramovitch et al., 2003). Un autre effecteur AvrRpt2 est 
également capable d’interférer avec la mise en place de la HR induite par AvrRpm1 chez Arabidopsis 
(Ritter and Dangl, 1996). 
 
1.1.2 Les protéines de résistance végétales 
 Le génome d’Arabidopsis compte 149 gènes R putatifs (The Arabidopsis Initiative, 2000). Ces 
protéines assurent une double fonction : (i) percevoir la présence des facteurs Avr dans ou aux abords de 
la cellule végétale, et (ii) transmettre l’information suite à leur perception de façon à induire  la réponse 
adéquate. Ceci illustre donc l’importance de la structure de ces protéines. Elles se répartissent en 4 classes 
sur la base de leur structure prédite (tableau 1 et Figure 7) (Chisholm et al., 2006; Dangl and Jones, 
2001):   
- Les protéines cytoplasmiques à domaine NBS-LRR (Nucleotide Binding Site, NBS - Leucine 
Rich Repeat, LRR) sont les plus nombreuses et divisées en deux sous-classes selon la nature de 
leur domaine en N-terminal : soit un domaine CC (Coiled-Coil) (RPM1, RPS2..), soit un domaine 
TIR (Toll Interleukine Receptor) (RPS4, RRS1-R auquel s’ajoute un domaine WRKY,…). 
- Les protéines membranaires à domaine LRR extracellulaire (eLRR) possèdent une structure 
similaire à celle des récepteurs de PAMP. Elles peuvent contenir un domaine cytoplasmique court 
(protéines Cf) ou un domaine intracellulaire de transduction du signal tel qu’un domaine kinase 
(Xa21). 
- Les protéines cytoplasmiques à activité STK (Serine/threonine kinase) (Pto). 
- D’autres protéines possèdent des structures originales n’appartenant pas aux classes 
précédemment citées. Par exemple la protéine RPW8.1 prédite pour posséder un domaine 
transmembranaire en N-terminal et 1 à 2 domaines CC (Xiao et al., 2001).  
 
RR
Avr Ciblevégétale
R
R
Avr
Forme inactive de la 
protéine R
Forme active de la 
protéine R
Interaction directe Interaction indirecte
Transduction du signal
Résistance
Transduction du signal
Résistance
Avr
Figure 8 : Mécanismes de reconnaissance plante-agent pathogène : modèle de garde (D’après Liu et al., 
2007)
En absence d’agent pathogène, certaines protéines R végétales peuvent être dans une conformation inactive, 
limitant ainsi une activation inapropriée des réponses de défense. Quand une protéine Avr est introduite dans la 
cellule végétale, la protéine R correspondante peut être activée selon 2 mécanismes différents d’interaction : (a) 
soit la protéine Avr interagit directement avec la protéine R et déclenche l’activation des réponses de la plante, (b) 
soit la protéine Avr interagit directement avec une cible protéique végétale qui interagit à son tour avec une 
protéine R qui permet la formation d’un complexe de perception et d’activation nécessaire à l’induction de la 
résistance.
R
Avr
Cible
végétale
Protéine de résistance
Protéine d’avirulence
Protéine végétale cible de la protéine d’avirulence
(a) (b)
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Les domaines LRR sont prédits pour intervenir dans les interactions protéine-protéine. Ils pourraient donc 
être impliqués dans la reconnaissance spécifique des protéines Avr. En effet, les différents loci L6 et L10, 
codant pour les gènes de résistance du Lin à l’agent de la rouille et dont les différences structurales sont 
observées uniquement au niveau de leur domaine LRR, reconnaissent différentes protéines d’avirulence. 
De plus, le remplacement du domaine LRR des protéines L6 et L10 par celui de la protéine L2 induit une 
spécificité de reconnaissance de type L2 (Ellis et al., 1999). Ces résultats suggèrent que les domaines 
LRR jouent un rôle dans la spécificité de la reconnaissance. De même, le domaine LRR de la protéine Pi-
ta, protéine de résistance du riz à Magnaporthe grisea, est capable d’interagir seul avec AvrPi-ta (Jia et 
al., 2000). 
Il est probable que d’autres domaines interviennent dans la reconnaissance des facteurs Avr. C’est le cas 
de RRS1-R, protéine R d’Arabidopsis et de Pop2, effecteur de Ralstonia solanacearum, dont l’interaction 
n’est pas observée avec le domaine LRR seul (Deslandes et al., 2003). Dans le cadre de l’interaction entre 
Nicotiana benthamiana et le virus de la mosaïque du tabac (TMV), le domaine TIR est nécessaire et 
suffisant à l’interaction entre la protéine de résistance N et l’effecteur p50 (Burch-Smith et al., 2006). De 
même, les domaines CC des protéines RPM1 et RPS4 sont nécessaires aux interactions protéiques du 
complexe de perception d’AvrRpm1 et d’AvrPphB respectivement (Ade et al., 2007; Mackey et al., 
2002). 
Au delà du rôle de perception de l’effecteur, les domaines de la protéine R pourraient jouer un 
rôle dans la stabilisation du complexe de perception. Il est possible qu’un des domaines soit associé à la 
perception de ce signal et que l’autre domaine soit nécessaire à la stabilisation du complexe de perception. 
En effet, des interactions intramoléculaires entre les domaines CC-NB et LRR des protéines R ont été 
décrites (Leister et al., 2005; Moffett et al., 2002). Par exemple, l’interaction transitoire entre le domaine 
LRR de N et l’effecteur p50 est suivie d’une stabilisation de l’interaction impliquant le domaine TIR de 
N, ce qui déclenche les événements de signalisation menant à la résistance au TMV (Burch-Smith and 
Dinesh-Kumar, 2007; Ueda et al., 2006).  
Par ailleurs, des études récentes réalisées sur le gène de résistance Cf9 chez la Tomate ont montré que le 
domaine LRR est impliqué dans la dimérisation de ces récepteurs et également dans la signalisation en 
aval de l’événement de reconnaissance (Barker et al., 2006). La formation d’hétéro-dimères des protéines 
Cf, qui ne possèdent pas de domaine de signalisation, pourrait permettre la transduction du signal. Enfin 
le domaine STK est responsable de l’autophosphorylation des protéines R et pourrait également 
phosphoryler des protéines Avr. Ce type de mécanisme est par exemple requis pour l’interaction entre Pto 
et AvrPto (Pedley and Martin, 2003). 
 
1.2 Le couple R/Avr  
1.2.1 Mode de reconnaissance R/Avr 
En raison des similarités de structure entre les protéines R et des récepteurs, la reconnaissance 
R/Avr a longtemps été expliquée par un modèle de type Récepteur-Ligand. Cette hypothèse illustre bien 
le modèle génétique de Flor. Cependant, une interaction physique directe entre un facteur d’avirulence et 
une protéine de résistance n’a pu être démontrée que dans un nombre très limité de cas. Ainsi on peut 
citer trois exemples : la protéine Pita interagit avec le facteur d’avirulence AvrPita dans le pathosystème 
Riz/Magnaporthe grisea (Jia et al., 2000), et L5 interagit avec AvrL567-A dans le pathosystème 
Lin/Melampsora lini (Dodds et al., 2006). RRS1 interagit avec PopP2 dans le pathosystème 
Figue 9 : Modèle de l’activation des réponses de défense et de la PCD par BON1 (D’après Yang et Hua, 2004).
BON1 est un régulateur négatif de la protéine de résistance SNC1. Une fois activée, SNC1 induit la production de 
SA via l’activation de EDS1 et PAD4 ce qui aboutit à l’activation des réponses de défense et la mise en place de la 
HR. Le phénotype du mutant bon1 s’explique par l’absence du contrôle de SNC1 par BON1, la voie est alors 
activée constitutivement.
BON1 SNC1
EDS1
PAD4
SA Réponses de défense, PCD
bon1
A B
Interaction 
compatible Interaction 
incompatible
Pseudomonas syringae
Virulence sur les 
plantes sensibles
HR, Diminution de la 
croissance bactérienne
RPM1 
absent
Interaction 
compatible Interaction 
incompatible
Pseudomonas syringae
Virulence sur les 
plantes sensibles
HR, Diminution de la 
croissance bactérienne
RPS2 
absent
Figure 10 : Exemples d’interaction indirecte menant à l’activation des systèmes de défense par la 
modification d’une protéine, RIN4 (D’après Jones et Dangl, 2003).
A. RPM1 est une protéine de résistance chez Arabidopsis qui est activée par les facteurs d’avirulence AvrRpm1 et 
AvrB de la bactérie Pseudomonas syringae. Ces facteurs d’avirulence sont injectés dans la cellule par le TTSS où
ils vont induire la phosphorylation de RIN4 (en vert) ce qui permet l’activation de RPM1 et déclenche les 
mécanismes conduisant à la HR. En absence de RPM1, ces facteurs vont jouer le rôle de facteurs de virulence en 
agissant vraisemblablement sur RIN4 et d’autres cibles.
B. RPS2 est également une protéine de résistance chez Arabidopsis qui est activée par la protéase AvrRpt2 de 
Pseudomonas syringae injectée par le TTSS. AvrRpt2 clive RIN4 ce qui induit l’activation de RPS2 conduisant à
l’activation de la HR. En absence de RPS2, AvrRpt2 clive RIN4 et joue le rôle de facteur de virulence.
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Arabidopsis/Ralstonia solanacearum, provoquant la relocalisation de RRS1 dans le noyau (Deslandes et 
al., 2003). 
 Néanmoins, dans un grand nombre de cas, il n’est pas observé d’interaction directe R/Avr, 
comme proposé dans le modèle « gène pour gène ». Les protéines R pourraient avoir évolué pour 
reconnaître la fonction des facteurs de virulence plutôt que leur structure, plus facilement modifiable. En 
réalité, les protéines R dites « de garde » reconnaissent l’effet des effecteurs quand ils modifient leurs 
cibles dans la cellule hôte. Ce système de reconnaissance indirecte est appelé « modèle de garde » 
(Figure 8) (Dangl and Jones, 2001). C’est notamment le cas pour les récepteurs RPS2 et RPM1 
d’Arabidopsis impliqués dans des complexes reconnaissant respectivement les protéines d’avirulence 
AvrRpt2, et AvrRpm1 ou AvrB présentes chez la bactérie Pseudomonas syringae (Leister and Katagiri, 
2000). Au-delà du modèle de garde, le modèle du Leurre (Decoy Model) a été récemment formulé (van 
der Hoorn and Kamoun, 2008). Les cibles végétales des effecteurs, gardées par les protéines R, sont 
soumises à deux pressions de sélection : (i) éviter la manipulation par les effecteurs, (ii) améliorer la 
perception de ces effecteurs. Afin de diminuer ces contraintes, il existerait donc des protéines végétales « 
leurres », impliquées uniquement dans la perception de l’effecteur. Le Modèle du Leurre s’appliquerait 
dans les situations impliquant la perception d’effecteur par Pto, Bs3, RCR3 ou RIN4. 
 
1.2.2 Régulation de l’activation du complexe de perception 
Les protéines R étant capables de reconnaître les premiers signes de l’invasion et d’activer les 
mécanismes de défense en aval, il est essentiel que la cellule évite une activation à tort de ces protéines 
(Takken et al., 2006). En faveur de cette hypothèse, le mutant snc1 (Suppressor of Npr1-1 Constitutive1) 
dont la mutation affecte un gène R de type TIR-NBS-LRR du cluster de RPP4 et rend la protéine 
constitutivement active, présente une activation constitutive des gènes PR (Li et al., 2001). Dans une 
plante sauvage, BON1 (BONZAI 1, protéine de type copine se liant aux phospholipides) inhiberait 
l’activité ou l’activation de SNC1, cette inhibition pouvant être levée en présence d’un agent pathogène 
(Figure 9) (Yang and Hua, 2004). Cette hypothèse est appuyée par le fait que le mutant bon1 développe 
de façon spontanée des lésions de type HR. De plus, 2 partenaires de BON1 ont été identifiés chez 
Arabidopsis : BAP1 et BAP2 (BON1-Associated Protein). L’étude de ces 2 partenaires a permis de 
démontrer que la surexpression de BAP1 (de même que BON1) inhibe la mort cellulaire induite par 
SNC1, et donc qu’ils exercent un rôle de régulateur négatif sur cette protéine R (Yang et al., 2007). 
De même RIN4, une protéine de 211 acides aminés associée aux membranes, régule l’activité des 
protéines R RPM1et RPT2 en faisant appel à des modifications post-traductionnelles. Le complexe 
RPM1-RIN4 serait présent constitutivement chez Arabidopsis et l’entrée d’AvrRpm1 ou AvrB dans le 
cytoplasme de la cellule hôte engendre une hyperphosphorylation de RIN4 qui est reconnue par RPM1 
(Mackey et al., 2002). Cette modification induit l’activation, ou plutôt la levée d’inhibition, de la protéine 
RPM1 (Figure 10A). La fixation de RIN4 à RPM1 pourrait permettre de la maintenir dans un état inactivé 
(Belkhadir et al., 2004). Pour contourner ce système de détection, la bactérie produit un facteur 
d’avirulence, la cystéine protéase AvrRpt2 (Figure 10B). Cette protéine est activée spécifiquement dans la 
cellule végétale, via des modifications exercées par le co-facteur eucaryote ROC1. Ce cofacteur est 
indispensable au clivage d’AvrRpt2 et à sa localisation subcellulaire. Dans une conformation favorable, 
AvrRpt2 provoque la dégradation de la protéine RIN4 aboutissant au blocage de RPM1 (Schulze-Lefert 
and Bieri, 2005). En réponse, les plantes ont développé un autre système capable de détecter le clivage de 
RIN4 par AvrRpt2 impliquant la protéine de résistance RPT2, qui est activée par la disparition de RIN4. 
A- En absence d’agent 
pathogène
B- En présence de l’effecteur PopP2 de 
Ralstonia solanacearum
X
Y
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TIR
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Figure 11 : Mécanisme de reconnaissance de l’effecteur PopP2 de Ralstonia solanacearum par la 
protéine de résistance RRS1 d’Arabidopsis (D’après Noutoshi et al., 2005).
A. En absence d’agent pathogène, la protéine de résistance RRS1, de type TIR-NB-LRR-WRKY, est localisée 
dans le noyau. Le domaine WRKY se fixe aux boîtes W et réprime l’expression des gènes de défense. 
B. En présence de l’effecteur PopP2, la protéine RRS1 interagit avec l’effecteur formant un complexe de 
perception qui est stabilisé par la présence d’autres partenaires tels que RD19 (Bernoux et al., 2008). 
L’interaction avec RRS1 provoque la relocalisation de PopP2 dans le noyau. Cette interaction aurait pour 
conséquence d’exclure RRS1 de ses gènes cibles et donc activerait les gènes de défense par dérépression.
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L’effecteur bactérien dans ce cas débloque les réponses de défense en empêchant l’interaction entre la 
protéine R et la protéine cible, interaction qui régule négativement l’activité de R. On parle alors dans ce 
cas de dé-répression (Martin et al., 2003). Ces interactions représentent un exemple de co-évolution 
hôte-agresseur.  
A l’image de RIN4 et RPS2, la formation de complexes protéiques est un autre mode de 
régulation de l’activité des protéines R. En particulier, la protéine RAR1 agirait avec HSP90 (Heat Shock 
Protein) dans l’activation et la stabilisation de complexes pré-activés contenant une protéine R de type 
NBS-LRR et d’autres protéines (Azevedo et al., 2006) La protéine RAR1 ("Required for Mla 
Resistance") a été isolée dans le contexte de l'interaction Orge - Erysiphe graminis f.sp. hordei. Elle est 
nécessaire à la résistance associée à la protéine R Mla (Freialdenhoven et al., 1994). RAR1 modulerait les 
réponses lors de la reconnaissance de l’agent pathogène par différentes protéines R de type NBS-LRR 
(CC ou TIR) (Muskett et al., 2002). HSP90 se lierait de manière transitoire aux protéines cibles et aiderait 
à leur repliement correct. La co-chaperonne RAR1 interviendrait dans ce processus en modulant la vitesse 
d’hydrolyse de l’ATP et en guidant la spécificité de HSP90 pour les protéines cibles (Holt et al., 2005). 
HPS90 et RAR1 maintiendraient donc les protéines NBS-LRR dans une conformation propice à 
l’activation. 
 
1.2.3 Régulation de la localisation des complexes de perception 
Un aspect important de la fonction des protéines R est leur localisation. Ces protéines possèdent 
des localisations cellulaires variées, dépendant de la localisation des protéines Avr avec lesquelles elles 
s’associent, et du compartiment subcellulaire où leur fonction doit s’exercer. Par exemple les protéines Cf 
de la Tomate, qui reconnaissent les protéines Avr extracellulaires de  Cladosporium fulvum, sont 
localisées dans la membrane plasmique (Rivas and Thomas, 2005). De façon intéressante, les protéines 
RPM1 et RPS2 d’Arabidopsis sont associées aux membranes cellulaires bien qu’elles ne possèdent pas de 
domaine prédit d’ancrage à la membrane (Axtell and Staskawicz, 2003; Boyes et al., 1998). Cette 
localisation subcellulaire est en accord avec celle de leurs facteurs Avr correspondants, AvrRpm1 et 
AvrRpt2. 
 A part la membrane plasmique, quelques protéines R sont localisées dans le noyau des cellules 
végétales. C’est le cas pour la protéine RRS1-R d’Arabidopsis qui est localisée en présence de l’effecteur 
de Ralstonia solanacearum PopP2 dans le noyau, ce qui serait directement lié à la fonction exercée par 
RRS1-R sur la régulation de l’expression des gènes (Deslandes et al., 2003) (Figure 11). En effet, RRS1-
R possède un domaine WRKY en C-terminal qui lorsqu’il est muté, provoque une activation des gènes de 
défense et la perte de la liaison in vitro de la protéine aux éléments cis W box (Noutoshi et al., 2005). Une 
interprétation possible de ce résultat pourrait être que l’interaction avec PopP2 exclut RRS1 de ses gènes 
cibles et active les gènes de défense par dé-répression.  
Par ailleurs, les protéines RPS4, MLA et N, impliquées respectivement dans les interactions 
Arabidopsis/Pseudomonas syringae, Orge/Blumeria graminis sp hordei et Tabac/virus de la mosaïque du 
tabac (TMV), sont majoritairement localisées dans le cytoplasme mais également dans le noyau (Burch-
Smith and Dinesh-Kumar, 2007; Shen et al., 2007; Wirthmueller et al., 2007) . Le rôle de leur localisation 
nucléaire dans la résistance spécifique a été démontré. En effet la fusion des protéines MLA10 et N avec 
un domaine d’export nucléaire (Nuclear Export Signal, NES) provoque l’absence d’accumulation de ces 
protéines dans le noyau ainsi qu’une abolition de la résistance à Blumeria graminis et au TMV 
respectivement (Burch-Smith and Dinesh-Kumar, 2007; Shen et al., 2007). A la différence de RRS1, peu 
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de choses sont connues concernant les mécanismes au niveau nucléaire conduits par ces protéines. 
Cependant  une interaction physique entre MLA10 et 2 facteurs de transcription WRKY (HvWRKY1 et 
HvWRKY2) a été démontrée in vivo par la technique du FLIM (Fluorescent Lifetime Imaging), suggérant 
que ces TF seraient les cibles du complexe de perception (Shen et al., 2007). 
Les mécanismes d’import des protéines R dans le noyau sont encore peu connus. Les séquences 
de localisation nucléaires (Nuclear Localization Signal, NLS) sont des motifs qui permettent la liaison 
d’importines- facilitant le mouvement des protéines vers le noyau (Kuersten et al., 2001). C’est le cas de 
la protéine RPS4 qui possède un motif NLS responsable de sa localisation dans le noyau. Contrairement à 
RPS4, la localisation de RRS1-R dans le noyau serait due au motif NLS présent dans la protéine 
AvrPopP2. En effet, RRS1-R est localisé dans le cytoplasme avec la protéine PopP2 délétée de son motif 
NLS (Deslandes et al., 2003). Cependant, chez la levure 43% des protéines connues pour être localisées 
dans le noyau ne possèdent pas de motif NLS, suggérant d’autres mécanismes d’import de protéines 
nucléaires, notamment pour les protéines N et MLA10 (Lange et al., 2007). 
Enfin, un grand nombre de protéines R ne contient pas de signature de leur localisation 
subcellulaire, et est donc prédit pour être cytoplasmique. Néanmoins, seule la localisation cytoplasmique 
des protéines Bs2 et Mla1 a été démontrée (Bieri et al., 2004; Leister et al., 2005). La localisation 
cytoplasmique ou membranaire des complexes de perception des effecteurs implique donc la transmission 
de cette perception jusqu’au noyau par l’activation des voies de signalisation en aval afin de mettre en 
place les défenses de la plante. 
 
   
 
2. Les événements de signalisation précoce associés à la mise en 
place de la défense et de la HR 
 Les premières étapes de signalisation permettent de faire le lien entre la reconnaissance de l’agent 
pathogène et la mise en place chez la plante des défenses induites. Ces cascades de transduction du signal 
vont permettre d’acheminer cette information jusqu’au noyau. De manière similaire à ce qui est observé 
chez les animaux, les plantes pour leur signalisation génèrent et utilisent des molécules signal que l’on 
nomme messagers secondaires impliqués dans un vaste réseau de voies interconnectées, tels que les flux 
ioniques (§2-1), la génération d’espèces réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species, ROS) (§2-2) et 
de monoxyde d’azote (Nitric Oxyde, NO) (§2-3), des cascades de MAPK (§2-4) (Nürnberger and Scheel, 
2001). La transduction du signal de reconnaissance fait aussi appel à des loci identifiés comme 
nécessaires à la réponse médiée par certaines protéines R (§ 2-4). 
Le modèle le plus simple, l’interaction directe entre protéines R et Avr, ne 
semble pas la règle. Des modèles de reconnaissance alternatifs, en particulier le modèle de 
garde, correspondent mieux à bon nombre de mécanismes décrits. Ces complexes protéiques 
sont des ensembles dynamiques de protéines interagissant ensemble et se réarrangeant au 
cours des processus de reconnaissance et d’activation de la résistance. En effet, des 
modifications structurales, comme la phosphorylation ou la dégradation de protéines 
inhibitrices, et la formation de complexes protéiques, sont souvent requises pour l’activation 
des voies de transduction situées en aval décrites dans la suite de ce chapitre. 
Figure 12 : Les canaux à nucléotides cycliques (CNGC), et leur rôle putatif dans la transduction du 
signal conduisant aux réponses de défense (Talke et al., 2003).
Ces canaux seraient responsables de la traduction d’un signal « nucléotides cycliques » (flèche rouge) en 
signal « calcium » (flèches bleues). L’élévation de la quantité de [Ca2+]cyt conduit à l’activation de kinases 
calcium–dépendantes (CDPK) et ensuite à la phosphorylation des protéines en aval. De plus, la calmoduline 
(CaM) activée par le [Ca2+]cyt pourrait inhiber les CNGC par un mécanisme de rétrocontrôle, permettant une 
régulation fine du signal calcium. Des voies possibles d’activation des cyclases à adenylyl et/ou guanylyl sont 
mentionnées en pointillés. NO, monoxyde d’azote; PDE, phosphodiesterase.
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2.1 Les flux ioniques : première réponse de la plante ? 
 L’une des premières réponses observées lors d’une infection par un agent pathogène est le 
changement de la perméabilité membranaire et le changement de la composition ionique cytosolique 
(Atkinson et al., 1990). Ces changements ont pour conséquences un renforcement des barrières physiques 
et des modifications de l’activité cellulaire par une acidification du cytoplasme et l’induction des 
mécanismes de défense (Dangl and Jones, 2001). 
Le flux d’ions calcium est particulièrement important car il agit comme second messager dans 
l’activation des mécanismes de défense. Ainsi, un pic d’ions calcium est nécessaire à l’induction du 
« burst » oxydatif chez le Persil (Jabs et al., 1997). De plus, des expériences des « patch-clamp » sur des 
protoplastes de Persil ont montré l’activation d’un canal membranaire permettant l’influx de calcium dans 
la cellule en réponse à l’application de Pep-13, un éliciteur dérivé d’une protéine pariétale de Phytophtora 
sojae (Zimmermann et al., 1997). 
Cette augmentation calcique cytosolique nécessite la présence de canaux ioniques permettant le passage 
de cet ion à travers les membranes, celles-ci étant imperméables au Ca2+. En faveur de l’existence de tels 
canaux, il a été montré que les mutants dnd1 (Clough et al., 2000) et hlm1 (Balagué et al., 2003) 
présentent tous deux des lésions spontanées ressemblant à la HR. Ils sont affectés dans des gènes codant 
des canaux ioniques, CNGC2 et CNGC4 respectivement (Cyclic Nucleotide Gated Channel). Ces canaux 
sont supposés être régulés par des nucléotides cycliques et des données préliminaires indiquent que 
CNGC2 est perméable aux ions Ca2+ et K+, tandis que CNGC4 est perméable aux ions Na+ et K+, 
suggérant ainsi l’implication de ces ions dans les processus de signalisation menant à la HR. Le mode 
d’intervention de ces canaux dans la défense n’est pas encore établi, néanmoins, ils pourraient transformer 
un signal 'nucléotides cycliques' en une signature calcique générée par des protéines R à activité kinase, 
des kinases associées aux protéines, ou plus en aval (Figure 12). 
De façon intéressante, il a été montré dans un autre contexte biologique que des canaux 
anioniques de la membrane plasmique transportant les ions Cl- et NO3- sont des composants essentiels de 
la transduction du signal chez le Tabac au cours de la HR, en réponse à la cryptogéine (Wendehenne et 
al., 2002). Le canal qui permet la sortie des ions chlore et nitrate est dépendant d’une entrée d’ions 
calcium. Le flux de nitrates joue un rôle dans la mise en place de la HR car une inhibition de la sortie de 
nitrates provoque une diminution et un retard de la HR, ainsi qu’une diminution ou une suppression de 
l’activation des gènes de défense (Wendehenne et al., 2002). Une des fonctions de ces canaux anioniques 
pourrait être d’initier ou d’amplifier la dépolarisation membranaire qui activerait ensuite les canaux 
calciques voltage-dépendants et/ou les canaux potassiques (Ward et al., 1995).  
 
2.2 Les espèces réactives de l’oxygène (ROS), essentielles au contrôle de la HR 
 Les ROS (Reactive Oxygen Species) ou les ROI (Reactive Oxygen Intermediates) sont des 
composés dérivés de l’oxygène, produits tout au long de la vie de la plante. Certains constituent des sous-
Les modifications de concentrations ioniques observées au cours d’une 
interaction incompatible, comme celle du Ca2+, sont également associées à d’autres 
événements de signalisation tels que les ROS ou le NO. Les modifications des flux ioniques 
dans la cellule seraient directement liées à la production du burst oxydatif observé au cours 
de la HR (Gordeeva et al., 2003). 
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Figure 13 : Rôles des ROS durant la mise en place de la HR (B) en comparaison avec des conditions 
normales (A). (D’après Moller et al., 2007)
L’épaisseur des flèches indique l’intensité des réactions, les flèches en pointillés indiquent les réponses induites par 
la signalisation des ROS, les flèches rouges indiquent des évènements importants dans la mise en place de la HR. 
Dans des conditions développementales normales, les ROS sont produits mais leur production est insuffisante pour 
provoquer la mort cellulaire. Dans le cas de la HR, leur production augmente, les cellules ne peuvent plus éviter les 
dommages causés par les ROS et la mort cellulaire est mise en place.
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produits toxiques provenant du métabolisme de la plante, mais ils peuvent être également produits en 
réponse à des stress biotiques et abiotiques. Dans le cas de la réponse aux agents pathogènes, les ROS 
jouent le rôle de composés antimicrobiens, participent au renforcement de la paroi et sont également 
considérés comme des molécules signal (Figure 13) (Gechev and Hille, 2005). Les formes de ROS les 
plus abondantes sont les ions superoxides O2- et le peroxyde d’hydrogène H2O2. Au cours de l’interaction 
avec la majorité des agents pathogènes, un « burst » oxydatif biphasique est observé : un premier pic de 
H2O2 très rapide, non spécifique de la réponse à un agent pathogène, puis un 2e pic prolongé et observé 
uniquement au cours d’une interaction incompatible (Wojtaszek, 1997). Il engendre la mort cellulaire en 
raison de la forte toxicité des molécules produites.  
Afin d’ajuster les niveaux de ROS dans la cellule, la plante possède un arsenal de gènes 
participant à la régulation de ces espèces. En effet au moins 152 gènes sont impliqués dans la production 
et la détoxification des ROS chez Arabidopsis (Mittler et al., 2004). Les sites multiples ainsi que les 
sources de production des ROS mettent en avant la complexité de ce réseau de régulation. Ces espèces 
sont des produits du métabolisme de la plante et sont générés dans tous les compartiments cellulaires. La 
principale voie de production des ROS implique les NADPH oxydases qui sont présentes sur les 
membranes des chloroplastes, mitochondries et peroxysomes (Torres and Dangl, 2005).Tout comme chez 
les animaux, l’activité de la NADPH oxydase implique l’activation d’une dizaine de gènes appartenant à 
la famille des Rboh (Respiratory burst oxydase homolog). Les gènes RbohD et RbohF semblent être 
impliqués directement dans la production apoplastique des ROS en réponse à un agent pathogène. 
Cependant d’autres systèmes de production sont impliqués dans la réponse aux stress biotiques : (i) les 
oxalate oxydases situées au niveau de la paroi libèrent du H2O2 au cours d’une interaction pathogène 
(Lane, 2002; Wojtaszek, 1997) ; (ii) les peroxydases pariétales sont impliquées dans la génération de ROS 
au cours de la HR provoquée chez le Coton par Xanthomonas campestris pv malvacearum (Martinez et 
al., 1998) ou entre la Laitue et Pseudomonas syringae pv phaseolicola (Bestwick et al., 1995) ; (iii) les 
amines oxydases contribuent également à la production de ROS en réalisant une désamination oxydative 
des amines utilisant FAD comme co-facteur (Cona et al., 2006). De plus la chaîne de transfert des 
électrons produit l’anion superoxide (O2.) à partir du dioxygène impliquant une NADPH oxydase 
membranaire. Puis O2.-  est ensuite dismuté par une superoxide dismutase (SOD), ce qui provoque la 
formation de peroxyde d’hydrogène (H2O2).  
Des évidences génétiques du rôle des RBOH dans le « burst » oxydatif au cours des interactions 
plantes-agents pathogènes ont été apportées par disruption des gènes RBOH. Le double mutant 
d’Arabidopsis rbohD-rbohF montre une forte réduction de la production de ROS en réponse à l’infection 
par une souche avirulente de Pst DC3000 et Hyaloperonospora parasitica (Torres et al., 2002a). 
L’analyse de la perte de fonction de NtRBOHD dans des cellules de Nicotiana benthamiana montre une 
perte de production de ROS en réponse à un traitement par un éliciteur (Simon-Plas et al., 2002). 
Cependant les effets de cette perte de fonction sur le développement des agents pathogènes et de la HR 
demeurent peu clairs. Par exemple, les plantes dont le gène Ntbroh est « silencé », sont plus sensibles à 
une souche avirulente de P. infestans et montre une HR réduite (Yoshioka et al., 2003), alors que le 
mutant d’Arabidopsis rbohF est plus résistant à une souche virulente de Hyaloperonospora parasitica et 
exprime une HR accélérée (Torres et al., 2002b). Ces résultats montrent que la corrélation entre la 
production de ROS et la mise en place de la HR n’est pas encore établie. De plus, les protéines RbohD et 
F présentent des motifs de liaison au calcium dans leur partie N-terminale, indiquant que celles-ci 
pourraient exercer un rôle situé en aval des flux calciques nécessaires à la mise en place de la HR. Cette 
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hypothèse est appuyée par des résultats obtenus sur des cellules de Tabac traitées à la cryptogéine et dont 
la production de ROS est totalement abolie en présence de chélateurs ou de substituts du calcium 
(Lecourieux et al., 2002).  
L’ion superoxide quant à lui pourrait être impliqué dans la régulation de la PCD, comme suggéré 
notamment par l’étude du mutant lsd1 (Lesion Simulating Disease resistance 1). Ce mutant a un 
phénotype « lésions spontanées » affecté dans la régulation de la HR. Le traitement de ce mutant avec 
l’ion superoxyde démontre que celui-ci est nécessaire et suffisant pour déclencher l’apparition des lésions 
(Jabs et al., 1996). Le front de propagation de  ces lésions est associé à une accumulation d’ions 
superoxides et non de peroxide d’hydrogène ce qui suggère que d’une part l’ion superoxide est un signal 
de mort pour les cellules et d’autre part que lsd1 est affecté dans le traitement correct de ce signal. De 
même, lors de l’interaction entre l’Orge et le champignon Blumeria graminis, l’ion superoxide est détecté 
au niveau des cellules bordant les lésions HR (Trujillo et al., 2004). Cet ion jouerait donc le rôle de signal 
de mort qui serait perçu par les cellules qui activeraient les programmes génétiques menant à la HR. 
 
 
 
2.3 Rôle du monoxyde d’azote 
Le monoxyde d’azote (NO) est un gaz simple hautement réactif mais potentiellement toxique 
dont il existe de nombreuses formes redox. Ses propriétés physico-chimiques (diffusion, perméabilité…) 
font de lui un signal potentiel. Pourtant son rôle comme molécule signale n’a été découvert que 
récemment chez les végétaux. Le NO est impliqué dans de nombreuses voies de régulation chez les 
végétaux : la germination, la fermeture des stomates (Garcia-Matta and Lamattina, 2003), ou le retard de 
la sénescence. Il intervient également largement dans la réponse à des agents pathogènes biotrophes et 
nécrotrophes, et dans ce cas, l’accumulation se produit en même temps que le « burst oxydatif » (Asai and 
Yoshioka, 2009; Mur et al., 2006; Perchepied, 2009). 
Diverses sources du NO ont été identifiées. Deux voies sont actuellement proposées : (i) la source 
majeure de NO proviendrait de la réduction des nitrites via la nitrate réductase (NR) (Wendehenne et al., 
2004; Yamasaki and Sakihama, 2000) ; (ii) le NO peut également être produit à partir de L-arginine par 
l’action d’enzymes à activité NOS (Nitric Oxyde Synthase). Cependant bien qu’un certain nombre de 
données expérimentales s’accumulent en faveur de la synthèse de NO à partir d’arginine, aucun gène et 
aucune protéine présentant une séquence similaire à celle des NOS animales n’a été identifié chez les 
plantes (Butt et al., 2003; Garcia-Matta and Lamattina, 2003). Guo et collaborateurs ont identifié une 
enzyme NOS-like AtNOS1 chez Arabidopsis thaliana impliquée dans la production de NO en réponse à 
l’acide abscissique (Guo and Ecker, 2003). Mais aucune activité NOS in vitro n’a pu être caractérisée 
pour cette protéine, suggérant que son rôle sur la génération de NO serait indirecte ou qu’AtNOS1 
jouerait un rôle de régulateur plutôt qu’un rôle de synthèse (Zemojtel et al., 2006). C’est pourquoi 
Les ROS apparaissent donc comme des molécules indispensables à la 
signalisation et à la mise en place de la HR. Les ROS qui sont hautement toxiques pour la 
cellule sont finement régulés au niveau de leur production/détoxification à des fins de 
signalisation. De plus, les interactions des ROS  avec d’autres molécules de signalisation 
comme le monoxyde d’azote (NO), les lipides ou encore les hormones végétales, participent 
également à cette signalisation (Gechev and Hille, 2005). 
Figure 14 :  Représentation du rôle de NO dans la signalisation associée à la HR (D’après Delledonne, 2005).
La synthèse de NO chez Arabidopsis se fait par des enzymes homologues à la NOS (Nitric oxyde synthase) animale. NO 
participerait à la transmission du signal HR de cellule à cellule. L’induction de gènes NO-dépendants nécessiterait la 
mobilisation du calcium intracellulaire. L’expression de certains gènes induits par NO pourrait être médiée par le cGMP
ou le cADPR (cyclic ADP-ribose). La HR chez les plantes n’est pas médiée par le peroxynitrite (ONOO-), formé par la 
condensation de NO et de l’ion superoxide, mais plutôt par la balance entre NO et H2O2. La haute réactivité de NO vis à
vis des acides aminés conduirait à une modification post-traductionnelle des protéines: la S-nitrosylation. Une interaction 
directe existe entre NO et la voie de transduction associée à JA. NO est capable d’induire l’accumulation de SA. 
CA, Cinnamic Acid ; Ca2+, influx de calcium ;cADPR, ADP ribose cyclique ; Cat, Catalase ; C4H, cinnamic acid-4-hydroxylase ; CHS, 
Chalcone synthase ; cGMP, GMP cyclique ; GPX, Glutathione peroxidase ; GSNO, S-nitroso-L-glutathione ; GST, Glutathione S-
transferase ; NOS, Nitric Oxide Synthase ; ONOO-, peroxynitrite ; PAL, Phenylalanine Ammonia lyase ; PHE, Phenylalanine ; PR, 
Pathogenesis Related ; SA, Acide Salicylique ; SOD, Superoxide dismutase.
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AtNOS1 a été renommé AtNOA1 pour NO-Associated 1 (Crawford, 2006). De plus, de récentes études ont 
montré qu’AtNOA1 coderait pour une GTPase mitochondriale (Moreau et al., 2008; Sudhamsu et al., 
2008). Même si la production de NO affectée dans le mutant noa1 d’Arabidopsis est due à un effet 
indirect de la mutation (Besson-Bard et al., 2008), ce mutant demeure un bon outil génétique pour l’étude 
des effets du NO dans les interactions plantes-agents pathogènes.  
 En faveur d’un rôle du NO au cours d’interactions plantes-pathogènes incompatibles, 
l’application d’inhibiteur des NOS animales sur des feuilles d’Arabidopsis Col-0 qui contiennent le  gène 
de résistance RPM1 conduit à une accumulation réduite de NO et une augmentation de la croissance 
bactérienne de P. syringae pv. maculicola portant le gène AvrRpm1 (Delledonne et al., 1998). De plus, 
l’analyse du double mutant nia1nia2, affectant des gènes codant pour des NR, en réponse à P. syringae pv 
maculicola a permis d’établir que les NR représentaient la source majeure de production du NO pendant 
les interactions plantes-agents pathogènes (Modolo et al., 2005). De même, le mutant noa1 d’Arabidopsis 
qui produit moins de NO, est beaucoup plus sensible à P. syringae confirmant le rôle de NO dans la 
défense (Zeidler et al., 2004; Zhao et al., 2007). D’un point de vue de ses fonctions, le NO participerait à 
la transmission du signal HR de cellule à cellule. En effet, lors de l’interaction entre Arabidopsis et P. 
syringae, le NO s’accumule d’abord uniquement dans l’apoplaste avant d’apparaître dans le cytoplasme 
des cellules adjacentes aux cellules infectées (Jin et al., 2003). Le NO jouerait également un rôle 
important dans la résistance aux agents pathogènes nécrotrophes. En effet, le double mutant nia1nia2 et le 
mutant noa1 sont affectés dans leur capacité à produire du NO après inoculation, sont extrêmement 
sensibles à Sclerotinia sclerotiorum  et présentent une abolition (ou une diminution, respectivement) de 
l’expression de tous les gènes marqueurs de défense (Perchepied, 2009). 
 Plusieurs modes de fonctionnement sont envisageables pour le NO (Figure 14). Comme chez les 
animaux, les voies de transduction du signal NO impliquent le plus souvent (i) une voie cGMP 
dépendante et/ou (ii) une voie où intervient la nitrosylation (Wendehenne et al., 2001). L’implication de 
trois seconds messagers cGMP, cADPR et Ca2+ a été identifiée, par des études essentiellement 
pharmacologiques, dans la fermeture des stomates ou lors d’un stress biotique (Klessig et al., 2000). 
Cependant peu de cibles directes du cGMP ont été mises en évidence. Des canaux ioniques de type 
CNGC pourraient être des cibles de la voie de signalisation du NO, permettant ainsi le passage du Ca2+ 
(Lamotte et al., 2004). La deuxième voie de transduction est la S-nitrosylation. Le NO est capable de 
réagir directement avec les groupements S-H des cystéines pour former des nitrosothiols SNO. La 
formation de SNO  induit, au même titre que la phosphorylation, des changements d’activité ou de 
localisation des protéines cibles. Des cibles directes du NO ont ainsi été identifiées chez les animaux : le 
RYR du muscle cardiaque (Xu and Heath, 1998) ou la guanylate cyclase soluble dont la nitrosylation 
provoque la synthèse de cGMP. Chez les végétaux, la recherche de protéines nitrosylées est très récente. 
Une analyse protéomique a identifié 52 protéines nitrosylées chez Arabidopsis thaliana (Lindermayr et 
al., 2005). La nitrosylation semble jouer un rôle important dans la résistance, puisque l’augmentation de 
protéines nitrosylées, par perte de fonction d’une S-nitrosoglutathione reductase d’Arabidopsis 
(AtGSNOR1) affecte la résistance R-Avr, ainsi que la résistance basale et non-hôte (Feechan et al., 2005). 
Enfin, le NO agit en synergie avec les ROS pour induire la mort cellulaire lors de la HR car (i) il 
faut un certain niveau relatif de NO et H2O2 pour induire la HR, (ii) le NO ralentit la détoxification de 
H2O2 en inhibant la catalase et l’ascorbate peroxidase (Buchanan-Wollaston and Morris, 2000). Asai et 
Yoshioka ont démontré que le NO participe, en collaboration avec les ROS, à la résistance à Botrytis 
cinerea chez Nicotiana benthamiana (Asai and Yoshioka, 2009). 
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Figure 15 : Les cascades de protéines kinases dans la mise en place des réponses de défense (D’après Pedley et 
Martin, 2005)
A. Représentation schématique de la cascade des MAPK qui déclenche différents types de réactions de défense.
B. Illustration de la voie des MAPK identifiée chez la Tomate. La reconnaissance d’AvrPto ou d’AvrPtoB par la protéine 
Pto active deux voies de transduction parallèles. La première voie fait intervenir LeMAPKKK, puis LeMKK2, enfin 
LeMPK1, LeMPK2, et LeMPK3 . L’autre comprend une MAPKKK inconnue, LeMKK3 et une MAPK homologue à Ntf6 du 
Tabac.
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2.4 Les cascades de protéines kinases et la transmission du signal 
 Tous les eucaryotes utilisent des cascades de kinases pour convoyer un signal généré par la 
perception de stimuli extra- ou intra-cellulaires. Chez les plantes, l’activité de protéines kinases est 
indispensable à la mise en place de la HR (Levine et al., 1994). Elles relient des événements très précoces 
de la réponse à un agent pathogène, tels que la reconnaissance par les protéines R ou l’influx calcique, à 
des événements de signalisation plus en aval, comme la génération de ROS, d’hormones ou la régulation 
de l’expression des gènes. 
Les protéines kinases peuvent intervenir très tôt dans la réponse de la plante. En effet, certaines 
protéines R possèdent un domaine kinase. Les protéines R Xa21 ou Pto sont des sérine/thréonine kinases 
dont l’expression constitutive chez le Tabac (Rathjen et al., 1999) ou la surexpression chez la Tomate 
(Tang et al., 1999) induit la HR. La protéine Pto activée par son autophosphorylation, peut phosphoryler 
une sérine/thréonine kinase (Pti1) initiant ainsi une cascade de phosphorylation (Zhou et al., 1995a), ou 
bien activant les facteurs de transcription Pti4/5/6 (Bogdanove and Martin, 2000). 
 Les MAPK (Mitogen Associated Protein Kinase) sont activées selon une cascade de 
phosphorylation qui implique une chaîne de 3 protéines kinases successives, une MAPK kinase kinase 
(MAPKKK), une MAPK kinase (MAPKK) et enfin une MAPK. En réponse à un stimulus, une 
MAPKKK phosporyle et donc active une MAPKK, qui à son tour phosphoryle une MAPK. Une fois la 
dernière kinase activée, elle peut alors assurer la phosphorylation de protéines cibles spécifiques, 
conduisant à l’activation des réponses cellulaires (Figure 15). Chez Arabidopsis, on dénombre 60 gènes 
codant des MAPKKK, 10 codant des MAPKK, et 20 des MAPK (MAPK group, 2002).  
Il a été montré que des MAPK sont activées spécifiquement par des éliciteurs fongiques ou des 
agents pathogènes (Romeis et al., 1999; Wang et al., 1998). De plus, l’analyse de lignées surexprimant 
AtMKK2 montre que ces lignées sont plus résistantes que le parent sauvage en réponse à l’inoculation par 
PstDC3000 et Erwinia carotovora (Brader et al., 2007). Toutefois le « silencing » de AtMPK6 ne 
supprime pas la HR induite par PstDC3000 contenant le gène avrRpt2, indiquant ainsi l’existence de 
plusieurs voies de signalisation pouvant mener à l’activation de la HR (Menke et al., 2004). Chez la 
Tomate, l’identification de cascades de signalisation impliquant des MAPK a permis de montrer que 2 
voies de MAPK étaient activées en réponse à Pst DC3000 AvrPto (Figure 15) (Ekengren et al., 2003). 
Il existe d’autres protéines kinases impliquées dans les voies de signalisation de la résistance : les 
protéines kinases calcium-dépendantes (CDPK). Celles-ci possèdent en N-terminal un domaine à activité 
serine/threonine kinase fusionné en C-terminal à un domaine de type calmoduline contenant des motifs 
dits « EF-hand » capables de lier le calcium, cette liaison activant les CDPK (Cheng et al., 2002). 
Certaines de ces protéines sont connues pour réguler les mécanismes de défense. En effet, le « silencing » 
par le système VIGS (Virus Induced Gene Silencing) de NtCDPK2 et NtCDPK3 du Tabac se traduit par 
une réduction ainsi qu’un délai de la mise en place de la HR, lors de la reconnaissance de Avr9 par Cf9 
Le rôle du NO dans la réponse à des agents pathogènes biotrophes et 
nécrotrophes a été récemment identifié. Son interaction avec les ROS régule la mise en place 
de la HR. Ces deux signaux vont permettre à la plante d’activer des voies de signalisation en 
aval aboutissant à la mise en place de la résistance.  
Figure 16 : Modèle des voies de signalisation du « burst » oxydatif via des cascades de MAPK (D’après Asai et 
Yoshioka, 2008).
La reconnaissance de l’agent pathogène provoque immédiatement dans la plante un influx de Ca2+ dans le cytoplasme, 
l’activation des MAPK SIPK et NTF6, et un « burst »oxydatif et de NO. SIPK et NFT6 active l’expression des gènes 
RBOH. L’augmentation de la concentration de Ca2+ dans le cytoplasme provoque l’activation des CDPK qui induisent le 
burst oxydatif par phosphorylation directe des protéines RBOH. SIPK active également le « burst » de NO via NOA1 et 
NR. En retour, ROS et NO activent l’expression de SIPK.
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(Romeis, 2001). Dans des protoplastes de Tomate, l’expression ectopique d’AtCDPK1, appartenant à la 
même classe que NtCDPK2, conduit à une augmentation de l’activité NADPH et à une augmentation de 
la production de ROS (Xing et al., 2001). Dans ce cas, cette CDPK pourrait jouer le rôle de senseur du 
Ca2+ et une NADPH pourrait être une de ses cibles. 
Le fonctionnement et les cibles cellulaires de ces kinases sont peu connus. Elles pourraient activer 
directement des facteurs de transcription. En effet, une fois activées, les MAP kinases peuvent être 
transportées dans le noyau où elles phosphorylent des facteurs de transcription. On peut citer l’exemple de 
WRKY25 et WRKY33, induits en réponse à une souche avirulente de Pst qui seraient phosphorylés via 
MSK1, une cible directe de la MAP kinase 4 (Andreasson et al., 2005). L’interaction entre MAPK4, 
WRKY33 et le co-facteur MKS1 a  été démontrée (Qiu et al., 2008a). En l’absence d’agent pathogène, 
MAPK4 est inactive et s’associe à WRKY33 et MKS1 dans le noyau. A l’inverse, la reconnaissance d’un 
agent pathogène déclenche la phosphorylation de MAPK4 qui ainsi activée, phosphoryle MKS1, 
provoquant la libération de WRKY33 du complexe (Qiu et al., 2008b). Cette libération de WRKY33 
permet donc son recrutement pour ses promoteurs cibles et l’activation notamment de PAD3, requis pour 
la production d’un composé antimicrobien, la camalexine, et donc permettant une lutte efficace contre les 
agents pathogènes nécrotrophes (Zhou et al., 1999). 
Des kinases pourraient également contrôler la production de ROS comme nous l’avons vu 
précédemment. Les cascades de MAPK et les CDPK semblent jouer un rôle central notamment dans la 
régulation de l’expression des gènes RBOH (Kobayashi et al., 2007; Yoshida, 2003). C’est le cas par 
exemple des cascades MAPK, MEK2-SIPK et NPK1-MEK1-NTF6, qui régulent le « burst » oxydatif 
accompagné de l’induction du gène NbRBOHB au cours de la mise en place des réponses de défense chez 
N. benthamiana (Asai and Yoshioka, 2008) (Figure 16). Cependant, des kinases peuvent aussi être 
induites par les ROS. Par exemple, l’application de H2O2 sur des feuilles d’Arabidopsis induit l’activation 
et la stabilisation d’AtMEKK1, qui elle-même active AtMPK4 aboutissant à la mise en place des réponses 
de défense. De plus, l’analyse du mutant mekk1 révèle une accumulation de ROS et des modifications de 
l’état redox de la cellule, se traduisant par un phénotype létal (Nakagami et al., 2006). Ces données 
indiquent que les cascades de kinases réguleraient le statut redox de la cellule. Des résultats récents sur le 
Tabac démontrent que l’activation d’une cascade de MAPK, faisant intervenir SIPK, Ntf4 et WIPK, 
induit la production de ROS au niveau des chloroplastes en inhibant la fixation de carbone. Cette 
inhibition se traduit par un état d’excitation lumineuse excessif et a pour conséquence la production de 
ROS qui participeront à la mise en place de la HR (Liu et al., 2007). 
Par ailleurs l’activité des MAPK peut être modulée par le NO (Clarke et al., 2000). Les donneurs 
de NO causeraient l’activation de SIPK. Récemment, Asai et al. ont montré par des approches 
pharmacologiques et génétiques que la cascade de MAPK, MEK2-SIPK, régule la production de NO 
médiée par NOA et NR (Asai and Yoshioka, 2008). On peut donc supposer que SIPK jouerait le rôle de 
rétrocontrôle positif du NO aussi bien que des ROS (Asai et al., 2008) (Figure 16). 
Il est intéressant de constater que des kinases induites au cours de la résistance spécifique sont 
aussi impliquées au cours de l’élicitation de défenses non spécifiques et de la réponse à des stress 
abiotiques. Ainsi, par exemple SIPK, une MAPK de 48 kDa identifiée chez le Tabac, est impliquée dans 
la signalisation des mécanismes de défense (Zhang and Liu, 2001). L’amplitude et la durée de son 
activation pourraient influer sur le sort des cellules sous stress. Ainsi, son activation transitoire permettrait 
aux cellules de s’adapter à l’environnement, alors que son activation persistante aurait un rôle dans la 
régulation de la mort cellulaire de type HR et dans l’activation de gènes de défense. 
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Figure 17 : Fonctionnement possible du complexe RAR1/SGT1 au cours de la HR (D’après Shirazu et 
Schulze-Lefert, 2003).
A. Le complexe peut jouer un rôle sur des complexes de reconnaissance préformés impliquant différentes 
protéines de résistance.
B. Le complexe peut jouer un rôle sur les voies de signalisation activées après la reconnaissance de l’agent 
pathogène par la plante, notamment sur la production et la signalisation des ROS.
C. Le complexe peut également jouer un rôle sur la régulation de l’activité de certaines protéines en les 
adressant au protéasome via le complexe SCF, en particulier des régulateurs négatifs de la mise en place de 
la HR et de la résistance.
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2.5 Composantes clé de la signalisation précoce  
 La recherche de mutants affectés dans la résistance à différents agents pathogènes a permis 
l’identification de plusieurs composantes de signalisation précoce menant à l’établissement de la 
résistance. 
La voie « EDS1-PAD4-SAG101 » est impliquée dans la résistance race-spécifique dépendante de 
gènes de résistance de type TIR-NB-LRR (RPS4, gènes RPP) (Gassmann et al., 1999), (Clarke et al., 
2001). Les mutants eds1 (Enhanced Disease Susceptibility)  et pad4 (PhytoAlexin Deficient) d’abord 
identifiés sur la base de leur sensibilité accrue à des souches virulentes de Pseudomonas syringae pv. 
maculicola et de Hyaloperonospora parasitica (suggèrant un rôle clé dans la résistance basale 
(Glazebrook et al., 1997; Parker et al., 1996)) sont également altérés dans la résistance race-spécifique 
dépendante de gènes de résistance de type TIR-NB-LRR (RPS4) (Feys et al., 2001; Gassmann et al., 
1999). Par la suite, il a été montré qu’EDS1 est nécessaire aux étapes précoces de signalisation et induit 
l’expression de PAD4, qui par la suite interagit avec EDS1 formant un complexe nécessaire à 
l’accumulation d’acide salicylique, molécule indispensable à l’établissement de la résistance vis-à-vis de 
Pst portant le gène AvrRPS4 (Feys et al., 2005). Récemment, il a été démontré qu’EDS1 interagissait 
également avec SAG101 (Senescence Associated Gene 101). Les complexes EDS1/PAD4 et 
EDS1/SAG101 ne semblent pas être localisés dans les mêmes organites suggérant l’existence de 
complexes protéiques différents impliquant EDS1. EDS1, PAD4 et SAG101 présentent des homologies 
avec des lipases, ce qui suggère que ces protéines auraient comme substrat un lipide produit en réponse à 
un agent pathogène (Wiermer et al., 2005). Cependant, aucune activité enzymatique de ce type n’a pu leur 
être associée à ce jour.  
 Une autre composante des voies de signalisation précoce est NDR1 (Non race-specific Disease 
Resistance). En effet, le mutant ndr1 est sensible aux souches de Pseudomonas portant divers facteurs 
d’avirulence (AvrB, AvrRpm1, AvrRpt2, AvrPphB) (Century et al., 1997). NDR1 serait donc recruté 
pour la signalisation passant par les gènes R de type CC-NBS-LRR (RPM1, RPS2 et RPS5) (Wiermer et 
al., 2005). La protéine NDR1 est ancrée dans la membrane par un glycosylphosphatidyl-inositol (GPI), 
probablement à la surface externe, et pourrait participer à la transduction d’un signal émis par l’agent 
pathogène, ou interagir directement avec lui (Coppinger et al., 2004). 
La voie « RAR1-SGT1 » est impliquée dans de nombreuses interactions incompatibles (Liu et 
al., 2002; Muskett et al., 2002; Tornero et al., 2002). La protéine RAR1 (Required for Mla Resistance) a 
été isolée dans le contexte de l'interaction Orge - Erysiphe graminis f.sp. hordei. Elle est nécessaire à la 
résistance associée à la protéine R Mla (Freialdenhoven et al., 1994). RAR1 modulerait les réponses lors 
de la reconnaissance de l’agent pathogène par différentes protéines R de type NBS-LRR (CC ou TIR) 
(Muskett et al., 2002) (Figure 17). De plus, le mutant rar1 est affecté dans la mise en place de la HR 
(Shirasu et al., 1999). 
Un crible double hybride a permis d’identifier des partenaires de RAR1  chez Arabidopsis, notamment 
AtSGT1 (Suppressor of G2 allele of SKP1). Chez l’Orge, les simples mutants Hvsgt1 et Hvrar1 
présentent une réduction de la résistance en réponse à une souche portant le gène de virulence AvrMla6 
Les protéines kinases relaient le message émis par les étapes de 
reconnaissance et de signalisation précoce et permettent d’activer les étapes de signalisation 
plus en aval, notamment la transcription des gènes de défense et la génération de ROS. 
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du champignon Erysiphe graminis, mais pas en réponse à AvrMla1, impliquant ainsi une spécificité des 
voies de signalisation impliquées. De plus, le double mutant Hvsgt1/rar1 est plus affecté que les simples 
mutants, suggérant ainsi une coopération des 2 protéines (Azevedo et al., 2002). Le rôle de SGT1 pourrait 
être également de réguler la dégradation de certaines protéines en adressant celles-ci vers le protéasome 
(Figure 17). En effet, un crible chez la levure a montré que SGT1 interagit avec une ubiquitine E3 ligase 
faisant partie du complexe SCF (Skp1-Culline-F-box) (Azevedo et al., 2006). Ces associations de 
protéines avec le complexe SCF pourraient servir à la dégradation de protéines R ou de protéines 
associées (l’exemple de RIN4 illustre l’intérêt de cette fonction) ou à l’activation des protéines R. 
 
 
 
 
3. Le contrôle hormonal de la résistance et de la HR 
 Les plantes produisent de nombreuses hormones leur permettant de réguler différents processus 
physiologiques. Dans le cas de la mise en place de la résistance, celles-ci sont capables de transmettre et 
de moduler les messages provenant de la reconnaissance de l’agresseur via les protéines R. Au-delà des 
molécules déjà citées telles les ROS et le NO, quatre hormones jouent un rôle central dans l’acquisition de 
la résistance : l’acide salicylique (SA) (§1), l’acide jasmonique (JA), l’éthylène (ET) et l’acide 
abscissique (ABA). D’autres hormones, telles l’auxine, les gibberellines ou les brassinostéroïdes, peuvent 
également être associées à la régulation de la résistance, mais les données encore très fragmentaires, ne 
permettent pas à ce jour de leur attribuer un rôle clair dans ce contexte.  
Ces dernières années, les données acquises semblent indiquer que le SA serait plutôt impliqué dans la 
résistance aux agents pathogènes biotrophes, se développant sur des tissus vivants, tandis que le JA et 
l’éthylène seraient plutôt impliqués dans la résistance aux agents nécrotrophes, qui se développent sur des 
tissus morts (Glazebrook, 2005). Néanmoins, il semble que les mécanismes régissant la résistance à l’un 
ou l’autre type d’agent pathogène soient plus complexes que l’implication de l’une ou l’autre des 
hormones, et/ou que la stratégie d’invasion de l’agresseur, notamment pour les agents pathogènes dits 
hémibiotrophes qui possèdent une première phase d’invasion de type biotrophe et une phase plus tardive 
considérée comme nécrotrophe. L’ABA a un rôle multiple dans la réponse des plantes aux agents 
pathogènes qu’ils soient biotrophes ou nécrotrophes, et ce rôle varie en fonction de la stratégie et de la 
période de l’invasion par l’agent pathogène. De plus, l’étude du rôle des hormones dans la mise en place 
de la résistance révèle qu’il existe des relations synergiques et antagonistes selon l’agent pathogène 
impliqué, ainsi que l’existence de réseaux interconnectés complexes. L’étude de mutants affectés dans la 
production des 4 hormones, ainsi que dans les voies de signalisation qui leur sont liées a permis 
d’identifier des gènes clés de leurs voies de transduction que nous détaillerons ici. 
Les événements précoces de la transduction du signal en réponse à un agent 
pathogène font intervenir des canaux et pompes, qui modifient la composition en ions et le pH 
du cytoplasme, des molécules actives telles que les ROS ou le NO, des MAPKs et des 
composantes précoces diverses. L’induction de ces voies de signalisation aboutit à 
l’activation d’autres voies qui permettront la régulation de la mise en place de la résistance 
et de la HR, voies faisant intervenir les hormones végétales et leurs voies de signalisation 
associées. 
Figure 18 : Représentation simplifiée des voies de biosynthèse de l’acide salicylique (Wildermuth et al., 2001 ; 
Lee et al., 1995). 
Les enzymes responsables des transformations sont indiquées en bleu; des mutants d’Arabidopsis affectés dans la 
production de SA sont mentionnés en rouge. Les plantes NahG expriment constitutivement la salicylate hydroxylase de 
P. putida, qui dégrade SA en catéchol. sid2/eds16 est affecté dans le gène codant pour l’ICS. sid1/eds5 est muté dans 
un transporteur membranaire de la famille MATE (Multidrug And Toxin Extrusion) qui pourrait être impliqué dans le 
transport de précurseurs de SA ou de molécules signal. npr1/nim1 présente une sensibilité accrue à Pst et à
Peronospora. ICS, Isochorismate synthase; PAL, phénylalanine amonia lyase; AS, anthranilate synthase; BA2H, 
Benzoic acid 2-hydroxylase; PL, pyruvate lyase.
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3.1 La voie de l’acide salicylique : un rôle majeur dans la résistance 
Le SA est une des molécules clé des mécanismes agissant en aval de la reconnaissance spécifique 
et étroitement liée à la HR. Il constitue un signal diffusible (Mittler et al., 1995)  important dans la mise 
en place de la résistance systémique acquise (Alvarez, 2000a), il joue également un rôle central dans la 
régulation de la HR. 
 
3.1.1 La production du SA 
Le SA est un dérivé du métabolisme des phénylpropanoïdes, produit à partir de la phénylalanine 
(Coquoz et al., 1998). Cependant, il apparaît clairement que la synthèse de SA est majoritairement 
réalisée à partir de l’isochorismate. En effet, le mutant d’Arabidopsis sid2/eds16 (salicylic acid induction 
deficient 2; enhanced disease susceptibility 16) est affecté dans une enzyme de biosynthèse du SA à partir 
du chorismate, l’isochorismate synthase (ICS1) (Wildermuth et al., 2001) (Figure 18). Il a été confirmé 
que le produit du gène ICS1 possède une activité ICS fonctionnelle et est localisé dans les plastes (Strawn 
et al., 2007). De même, la voie de production de SA par l’ICS a été également montrée active chez la 
Tomate (Uppalapati et al., 2007) et le Tabac (Catinot et al., 2008). Bien que la production de SA soit 
fortement diminuée chez le mutant sid2, elle n’est pas totalement abolie, suggérant l’existence soit d’une 
activité enzymatique redondante à celle de ICS, soit d’une autre voie de biosynthèse du SA indépendante 
de ICS. Le génome d’Arabidopsis contient un deuxième gène ICS, nommé ICS2 (Wildermuth et al., 
2001). ICS2 code pour une enzyme de type ICS fonctionnelle similaire à ICS1 et localisée comme 
ICS1dans les plastes. La comparaison des niveaux de SA des mutants isc1, ics2 et du double mutant 
ics1ics2 indique que ICS2 participe à la synthèse de SA, mais dans une proportion limitée et visible 
uniquement quand ICS1 est absente (Garcion et al., 2008). Un autre mutant sid1/eds5 est lui aussi affecté 
dans la production de SA. Le mutant présente le même phénotype que sid2. Sa mutation touche un 
transporteur membranaire de la famille MATE (Multidrug And Toxin Extrusion) qui pourrait être 
impliqué dans le transport de précurseurs de SA ou de molécules signal (Glazebrook et al., 1997; Nawrath 
and Métraux, 1999).  
Les mutants sid1 et sid2 présentent une diminution de la résistance et un retard dans l’apparition 
de la HR après une infection avec des souches avirulentes de Hyaloperonospora et Pseudomonas 
(Nawrath and Métraux, 1999). Ceci indique donc une forte implication du SA dans la résistance aux 
agents pathogènes biotrophes ou hémibiotrophes. Ces données sont appuyées par l’analyse de lignées 
exprimant le transgène bactérien NahG qui code pour une salicylate hydroxylase, qui dégrade le SA en 
catéchol (Friedrich et al., 1995). Ces lignées accumulent très peu de SA, présentent une diminution de la 
résistance à Pseudomonas et une altération de la mise en place de la SAR (Boisson and Meinnel, 2003; 
Delaney et al., 1995). 
 
3.1.2 Les composantes de signalisation associées à SA : NPR1, EDS1, PAD4 
Le mutant npr1 (Non expressor of PR genes 1) à été identifié sur la base de l’absence d’induction 
du gène PR1 en réponse à un agent pathogène et à un traitement SA. Il semble que NPR1 joue un rôle 
essentiel dans la transduction du signal SA. Le clonage de NPR1 a révélé des homologies avec certains 
régulateurs de l’activité de facteurs de transcription connus chez les animaux (Cao et al., 1997). SA ne 
régule pas l’expression de NPR1 au niveau du gène, mais au niveau de la protéine. En effet, il provoque la 
translocation de NPR1 du cytoplasme vers le noyau nécessaire à l’activation du gène PR1 (Hunt et al., 
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1997). Le « burst » oxydatif provoque la séparation d’un complexe homomérique de protéines NPR1, 
localisées dans le noyau sous forme complexée. Mais les protéines NPR1, une fois isolées, ont une taille 
suffisamment réduite pour pénétrer dans le noyau, ce qui contribue à leur fonction dans la défense 
(Abramovitch et al., 2003). De plus, NPR1 peut interagir avec des facteurs de transcription de type TGA 
(Li et al., 1999). Des expériences d’immunoprécipitation de chromatine ont montré que ces facteurs TGA 
étaient recrutés au niveau du promoteur de PR1 de manière SA- et NPR1-dépendante (Johnson et al., 
2003).  
Il existe une autre voie d’activation de PR1 dite NPR1-indépendante. En effet, la liaison du facteur 
Whirly AtWHY1 à la boîte promotrice PB est induite par SA et requise pour permettre une défense 
basale et une résistance à Peronospora normales. Le mutant Atwhy1 présente un défaut d’induction du 
gène PR1 après application de SA. Enfin, l’induction de l’expression de AtWHY1 par SA est indépendante 
de NPR1, indiquant que WHY1 est un élément important de la régulation des réponses de défense SA-
dépendantes qui agirait parallèlement à NPR1 (Desveaux et al., 2004). La régulation de l’expression de 
PR1 par AtWhy1 est probablement indirecte car l’élément PB auquel se lie AtWHY1 n’est pas retrouvé 
dans le promoteur de PR1.  
D’autres composantes plus précoces des voies de signalisation telles que EDS1 et PAD4 sont 
impliquées dans la génération du signal SA. En effet, les mutants eds1 et pad4 présentent tous les 2 un 
défaut d’accumulation de SA et d’induction des gènes PR (Falk et al., 1999). Le phénotype du mutant 
pad4 peut être restauré par l’application exogène de SA. De plus l’expression de PAD4 et EDS1 est 
induite par un traitement SA, ce qui implique la présence d’une boucle de rétrocontrôle du signal SA 
(Figure 19) (Feys et al., 2001). 
La signalisation du SA est également liée à la production de ROS. En effet les ROS sont capables 
d’induire l’accumulation de SA (Chamnongpol et al., 1998) et participent également à l’augmentation de 
sa production (Leon et al., 1995). Le SA est lui aussi capable d’induire la production de ROS (Shirasu et 
al., 1997) en agissant soit sur l’état de phosphorylation des éléments de signalisation situés en amont de la 
production des ROS, soit en agissant sur des enzymes impliquées dans la détoxification des ROS, comme 
les catalases (Chen et al., 1993), une ascorbate peroxydase (Durner and Klessig, 1995), ou une lipase 
(Kumar and Klessig, 2003). Il existe donc un lien direct entre le SA et l’activité des ROS (Figure 19). 
 
3.1.3 Contrôle de la production et de l’accumulation de SA 
Plusieurs travaux indiquent que la HR provoque une accumulation de SA, et que le SA est produit 
en amont. Il existe donc une relation temporelle entre l’accumulation de SA et la mort cellulaire (Alvarez, 
2000b). L’accumulation de SA se faisant en deux phases, l’une en amont de la mort cellulaire (Mur et al., 
1997), l’autre en aval, cette seconde phase de l’accumulation doit donc faire partie d’une boucle de rétro-
amplification. Le premier pic aurait pour rôle d’accélérer l’initiation de la mort cellulaire ainsi que sa 
propagation. La distribution spatiale de SA n’est pas non plus uniforme : on relève des taux plus forts au 
centre d’une lésion causée par le TMV chez le Tabac (Enyedi et al., 1992) et lors de l’apparition des 
lésions chez de nombreux mutants « lésions-spontanées » (Lorrain et al., 2003). Cependant, l’expression 
ectopique de l’isochorismate synthase (ICS) et de l’isochorismate pyruvate lyase (PL) provoque une 
accumulation de SA jusqu'à 1000 fois supérieure à la normale, augmente la résistance des plantes à des 
agents pathogènes fongiques et bactériens mais ne provoque pas l’apparition de lésions de type HR 
(Verberne et al., 2000). L’accumulation de SA n’est donc ni nécessaire ni suffisante pour l’apparition 
d’une HR et serait plutôt une conséquence du déclenchement de la HR. 
Figure 19 : La boucle d’amplification SA (« SA amplification loop ») et les boucles de rétrocontrôle impliquant 
SA (« SA feedback loops »). (D’après Raffaele et al., 2006)
Les ROS peuvent induire l’accumulation de SA ou stimuler celle-ci. Réciproquement, l’application de SA stimule la 
production de H2O2. SA pourrait agir sur l’état de phosphorylation d’éléments de signalisation situés en amont de 
l’accumulation de ROS ou bien l’action de SA  se ferait via l’inhibition des enzymes chargées de détoxiquer les ROS. 
L’extinction de ces enzymes altérant la HR, il existe une boucle d’amplification SA-ROS-mort cellulaire. LSD1 régule 
négativement la mort cellulaire en activant les enzymes de détoxication des ROS. La synthèse de LSD1 est sous le 
contrôle de l’accumulation de glutathion, dont la production est activée par SA. LSD1 est donc un maillon de la boucle 
qui permet à SA de limiter sa propre accumulation. SSI1 participe aussi à ce phénomène puisque la mutation ssi1 a un 
effet dépendant de SA et restaure l’expression de PR1 chez ssi1 x npr1. AtMYB30 régule positivement l ’accumulation 
de SA qui lui même active l’expression d’AtMYB30.
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Plusieurs gènes sont connus pour intervenir dans la boucle d’amplification du SA comme ACD6, 
LSD2 ou DND1 mais un seul facteur de transcription a été identifié comme jouant ce rôle AtMYB30. 
AtMYB30 est un régulateur positif de la HR (Vailleau et al., 2002) et il régule positivement 
l’accumulation de SA qui lui même active l’expression d’AtMYB30 (Raffaele et al., 2006) (Figure 19). 
 Afin de maintenir son intégrité, les plantes ont développé un système de contrôle négatif de la 
production de SA. Comme précédemment indiqué LSD1 régulerait donc négativement la mort cellulaire 
par le biais des ROS. De plus, l’accumulation de la protéine LSD1 est dépendante du glutathion, dont 
l’accumulation est dépendante de la synthèse de SA (Senda and Ogawa, 2004). Les données obtenues sur 
LSD1 démontrent donc que SA active la protéine LSD1, qui en retour inhibe la production de SA. Ceci 
démontre l’existence d’une boucle de rétrocontrôle de la production de SA par la plante (Figure 19). 
L’analyse d’un autre mutant, ssi1 (Suppressor of SA Insensitivity 1) a permis de mettre en évidence que 
d’autres composantes sont également impliquées dans le contrôle de la production de SA. En effet, cette 
mutation restaure l’expression de PR1 abolie par la mutation npr1, et se révèle être un régulateur négatif 
de la voie SA (Greenberg, 2000). 
 
3.2 La voie de l’acide jasmonique  
3.2.1 Les composantes de signalisation associées à JA  
Les jasmonates sont des oxylipines cycliques dérivées de la voie des octadécanoïdes, acides gras 
en C18. Ces acides gras sont clivés de la membrane par des lipases puis transformés en hydroperoxides 
par des lypoxygénases (LOX). Les Allene Oxyde Synthases (AOS) et Cyclases (AOC) permettent la 
formation des cyclopenténones (OPDA) dans le chloroplaste. Ceux-ci sont exportés vers les peroxisomes 
où ils sont réduits puis oxydés en acide jasmonique (JA). Celui-ci peut être exporté vers le cytoplasme et 
dérivé en méthyl-jasmonate (MeJA) (Figure 20) (Weber, 2002). JA est une molécule capable de diffuser 
de cellule à cellule et d’induire l’expression de gènes associés à la résistance aux bactéries pathogènes et 
aux insectes, ainsi que la croissance racinaire et la sénescence. Ses précurseurs (OPDA) et dérivés (MeJA, 
JA-Ile) interviennent également dans la résistance  aux insectes et aux champignons pathogènes (Lee et 
al., 2001a; Stintzi et al., 2001). 
Dans le but d’identifier les composantes de la voie de signalisation de JA régulant la mise en 
place des défenses et de la HR, des cribles pour la recherche de mutants ont été effectués chez 
Arabidopsis sur la base de la diminution de la sensibilité à JA. Ces mutants présentent une sensibilité 
moindre à JA, qui se traduit par une croissance racinaire sur MeJA moins affectée que celle d’une plante 
sauvage. Les mieux caractérisés montrent une plus grande sensibilité à certains agents pathogènes 
(Thomma et al., 2001). 
Le SA joue donc un rôle important dans la mise en place de la HR et de la 
SAR. Cependant son rôle dans le déclenchement et la propagation de la HR semble impliquer 
d’autres composantes. En effet, la HR est normalement induite dans les mutants sid1 et sid2 
en réponse à différentes souches de Pseudomonas syringae, alors qu’elle est atténuée en 
réponse à Hyaloperonospora parasitica (Nawrath and Métraux, 1999). Le SA pourrait en 
outre jouer un rôle dans l’amplification et la potentialisation des mécanismes de défense. 
Enfin, SA n’est pas la seule hormone impliquée dans le contrôle de la HR, le JA avec lequel 
elle interagit, aurait notamment un rôle majeur. 
Figure 20 : Voie de biosynthèse de l’acide jasmonique JA à partir de l’ acide -linoléique (D’après Browse, 
2009). 
Les enzymes principales de cette voie sont dans les encadrés. Les mutants d’Arabidopsis, fréquemment utilisés 
pour étudier cette voie figurent à droite. 
Me-JA JA-Ile
jar1jmt
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L’analyse du mutant jar1 a permis de mettre en évidence le rôle du JA dans la résistance. En effet 
celui-ci est affecté dans un gène codant une luciférase (Staswick et al., 2002). Cette enzyme est capable 
de modifier le JA en y ajoutant un acide aminé, notamment l’isoleucine, ce qui le rend actif. De façon 
intéressante, ce mutant est plus sensible à différents agents pathogènes, notamment des champignons 
nécrotrophes comme Pythium irregulare et Botrytis cinerea (Staswick et al., 1998; Thomma et al., 2001). 
Par ailleurs, lorsque des protoplastes du mutant jar1 sont traités avec de la fumonisine B1, ils développent 
une mort cellulaire accrue en comparaison avec le parent sauvage (Asai et al., 2000). Ces résultats 
suggèrent que le JA pourrait être impliqué dans la régulation négative de la mort cellulaire. 
Le gène COI1 est également un gène essentiel de la voie de signalisation associée à JA. coi1 est 
affecté dans un gène codant pour une protéine contenant des domaines LRR et un domaine de type F-Box 
au niveau N-terminal (Xie et al., 1998). Les protéines F-Box fonctionnent comme des récepteurs qui 
permettent de recruter des protéines qui seront ensuite ubiquitinées afin d’être adressées vers le 
protéasome pour leur destruction. COI1 est donc capable de former des complexes de type ubiquitine 
ligases (nommés SCFCOI1) en s’associant à d’autres protéines comme CUL1, Rbx1, ASK1 et ASK2 
(Devoto et al., 2002; Xu et al., 2002a). Une des cibles de ce complexe est une histone déacetylase 
RPD3b, capable de diminuer l’accessibilité de la chromatine à la machinerie de transcription (Devoto et 
al., 2002). De même, l’expression d’une forme mutée dominante de JAZ1 (Jasmonate ZIM domain), 
protéine contenant un domaine ZIM et connue pour être une cible du complexe SCFCOI1 (Shikata et al., 
2004), empêche sa dégradation par le complexe et confère à la plante une insensibilité au JA similaire à 
celle observée par le mutant coi1 (Thines et al., 2007). Des découvertes récentes ont montré que les 
répresseurs transcriptionnels JAZ sont des régulateurs clés de la réponse au JA. En effet, JA active 
l’interaction entre les protéines JAZ et l’ubiquitine ligase SCFCOI1, conduisant à la dégradation de JAZ par 
le protéasome 26S (Staswick, 2008). 
Le JA possède un rôle dans l’activation des gènes de défense tels que PDF1.2 ou VSP1 
(Glazebrook, 2005). De plus, l'expression de certains facteurs de transcription (ERF1, MYC2) peut être 
induite par JA. ERF1 intègre les signaux provenant des voies JA et ET, et sa surexpression induit 
l’activation de plusieurs gènes de défense, ce qui se traduit par une augmentation de la résistance à 
plusieurs champignons nécrotrophes comme Botrytis cinerea (Berrocal-Lobo et al., 2002) (Figure 21). 
L’étude de MYC2 a permis de démontrer que MYC2 et ERF1 régulaient des groupes de gènes de réponse 
au JA de manière différente : il apparaît, au moins sur les gènes testés, que les gènes induits par MYC2 
sont réprimés par ERF1, et ceux induits par ERF1 sont réprimés par MYC2. Ces deux facteurs de 
transcription semblent donc avoir des rôles antagonistes (Lorenzo et al., 2003a). 
 
3.2.2 Une interaction antagoniste entre SA et JA 
Il existe des interconnections entre les différentes voies hormonales contrôlant la mise en place de 
la HR. La plupart des interactions entre SA et JA consistent en une relation antagoniste, mais il faut noter 
que des gènes peuvent être induits par une application exogène de SA et de JA (Schenk et al., 2000).  
MPK4 fut le premier gène identifié comme régulateur des voies antagonistes entre SA et JA. 
MPK4 est indispensable à l’expression de marqueurs associés à JA mais la mutation mpk4 cause une 
expression constitutive des gènes PR régulés par SA (Petersen et al., 2000). Ces résultats indiquent que 
MPK4 agirait comme un régulateur négatif de la signalisation SA et un régulateur positif de la 
signalisation JA (Figure 21).  
Figure 21 : Modèle de travail montrant les voies croisées entre la signalisation par SA, par JA et par ET 
(D’après Pieterse et al., 2009). 
SA, Acide salicylique; JA, Acide jasmonique; JA-Ile, Jasmonate conjugé à l’Isoleucine; ET, Etylène.
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Des mutations se traduisant par une accumulation de SA sont associées dans la plupart des cas à 
une diminution des réponses au JA et inversement. Par exemple, le blocage de la voie SA par les 
mutations sid1 et sid2 se traduit par une augmentation de la production de JA après une inoculation par 
Pst en comparaison avec le parent sauvage, suggérant une interaction antagoniste entre SA et JA (Heck et 
al., 2003). De même, NPR1, une composante de la voie SA, est nécessaire à l’inhibition de la voie JA. La 
mutation d’Arabidopsis npr1 compromet la suppression de l’expression des gènes de réponse à JA médié 
par SA indiquant que NPR1 joue un rôle important dans les interactions SA-JA (Spoel et al., 2007). 
Contrairement à la régulation de l’expression des gènes PR par NPR1 qui nécessite une localisation 
nucléaire, elle n’est pas nécessaire à la modulation de l’expression des gènes de réponse au JA (Spoel et 
al., 2003). 
En aval de NPR1, le facteur de transcription WRKY70 a été identifié comme régulateur de 
l’interaction antagoniste entre les voies de signalisation SA et JA. Ainsi, une surexpression du facteur de 
transcription WRKY70 résulte en l’activation constitutive de la voie du SA et accroît la résistance à l’agent 
pathogène biotrophe Erysiphe cichoracearum, alors que sa répression active les gènes de la voie du JA de 
façon dépendante de COI1 et altère la réponse à l’agent nécrotrophe Alternaria brassicicola (Li et al., 
2006a; Li et al., 2004). Cependant la production des 2 hormones n’est pas modifiée dans ces 2 lignées. 
Donc WRKY70 affecterait des gènes régulés par le SA et le JA, en aval de la production de ces molécules 
signal, et serait un point d’intégration des signaux JA et SA (Li et al., 2004) (Figure 21). Récemment, il a 
été rapporté que l’expression de WRKY62 est induite de façon synergique par le MeJA et le SA (Mao et 
al., 2007). L’analyse des mutants gain et perte de fonction a révélé que WRKY62 régule négativement les 
gènes de réponse à JA LOX2 et VSP2 (Mao et al., 2007). Comme WRKY70, WRKY62 serait impliqué 
dans la suppression par SA de l’expression des gènes de réponse au JA.  
Un autre régulateur identifié pour affecter l’antagonisme entre JA et SA est la glutaredoxine 
GRX480, qui est impliquée dans la régulation redox de l’activité des protéines impliquées dans différents 
processus cellulaires (Meyer et al., 2008). Récemment, il a été montré que GRX480 est capable 
d’interagir avec les TF de type TGA impliqués dans la régulation de l’expression des gènes de réponse à 
SA (Ndamukong et al., 2007). L’expression de GRX480 est induit par SA et requiert les TF TGA et 
NPR1. De plus, l’expression de PDF1.2 est inhibée par GRX480 (Ndamukong et al., 2007). Cela suggère 
que le SA active GRX480 de façon NPR1 dépendante, qui forme un complexe avec des facteurs TGA et 
supprime l’expression des gènes de réponse au JA (Figure 21). 
 
3.3 La voie de l’éthylène 
 L’éthylène (ET) est un gaz connu pour réguler des processus physiologiques et 
développementaux multiples comme la germination, la sénescence des fleurs et feuilles, la maturation des 
Le JA, molécule dérivée des lipides, semble jouer un rôle antagoniste à celui 
du SA. En effet, le JA est souvent associé à la défense des plantes vis à vis d’agents 
pathogènes nécrotrophes. Cela suggère que les voies de signalisation activées et utilisées par 
la plante sont dépendantes de la nature et du mode d’infection de l’agent pathogène. 
Cependant des régulations croisées entre SA et JA négatives ou positives ont été identifiées et 
seraient dépendantes de la spécificité de l’agent pathogène (Adie et al., 2007) permettant 
ainsi d’adapter les réponses de la plante au type d’agresseur.  
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Figure 22 : Schéma simplifié des voies de biosynthèse et de signalisation de l’éthylène.
En absence d’éthylène, les récepteurs de l’éthylène activent la composante CTR1. CTR1 est une kinase de type Raf 
et son activation se traduit par une inhibition de EIN2, une composante centrale de la voie de signalisation en aval. 
En présence d’éthylène, les récepteurs n’activent plus CTR1, EIN2 est activée et va pouvoir activer les voies de 
signalisation permettant l’induction des réponses à l’éthylène, ceci via l’activation entre autres, des facteurs de 
transcription EIN3 et ERF1. Certains mutants des voies de biosynthèse et de signalisation sont indiqués en rouge. 
Les mutations eto1, eto2 et eto3 ont pour conséquence la stabilisation d’ACC synthases ce qui induit une activation 
constitutive de la voie de biosynthèse de l’éthylène.
ACC : 1-amino cyclopropane 1-coarboxylic-acid, SAM synthase : S-AdoMet synthase
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fruits ou encore l’abscission. L’ET est synthétisé à partir d’un précurseur, la méthionine qui est 
transformé en 1-aminocyclopropane-1-carloxylic-acid (ACC) par une ACC synthase, puis oxydé pour 
donner l’ET via l’action d’une ACC oxydase (ACO) (Figure 22). Trois mutants affectés dans des ACC 
synthases ont été identifiés eto1, eto2 et eto3 (Ethylene Overproducer). Ces mutations ont pour effet la 
stabilisation de ces enzymes et une production accrue d’ET (Wang et al., 2004). Chez Arabidopsis, 5 
récepteurs membranaires à l’éthylène sont connus (ETR1, ETR2, EIN4, ERS1 et ERS2). En absence 
de signal, ces récepteurs activent une Raf-like kinase, CTR1, qui à son tour régule négativement les voies 
de réponse à l’éthylène situées en aval, peut-être par des cascades de MAPK (Figure 22). 
Durant une interaction plante-agent pathogène, la production d’ET est une réponse rapide et 
active répondant à la perception de l’agent pathogène et associée à l’expression de gènes de défense 
(Boller, 1991). Cependant, le rôle de l’ET dans la mise en place de la HR reste encore énigmatique. Des 
traitements avec cette molécule sont connus pour induire une augmentation de la résistance ou de la 
sensibilité selon l’interaction considérée (Diaz et al., 2002; Van Loon and Pennings, 1993). L’analyse de 
certains mutants « lésions spontanées » (acd5, hrl1, dll1) démontre que le développement des lésions de 
type HR est accompagné de la production d’ET, et de l’expression du marqueur PDF1.2, marqueur 
spécifique induit par les voies JA et ET (Devadas et al., 2002; Pilloff et al., 2002). Le mutant ein2 
(ethylene insensitive) est totalement insensible à l’ET et présente une résistance plus forte à des agents 
pathogènes biotrophes (Pst ou Xcc) par comparaison à une plante sauvage (Bent et al., 1992). De plus, il 
présente une augmentation de la sensibilité aux agents pathogènes nécrotrophes Botrytis cinerea et 
Erwinia carotovora (Norman-Setterblad et al., 2000; Thomma et al., 1999). Chez la tomate, la protéine 
Pti4 qui interagit avec la protéine R Pto (Singh et al., 2002) présente de fortes similitudes avec les 
EREBP (Ethylene Response Element Binding Proteins) (Figure 23). Ces facteurs de transcription se lient 
au promoteur de gènes dont l’expression est activée par ET et qui sont caractérisés par la présence d’une 
boîte GCC. L’expression de Pti4 est rapidement induite par l’application d’ET ce qui provoque 
l’induction de gènes PR présentant une boîte régulatrice GCC. Ces résultats indiquent que la réponse à ET 
est liée à la résistance spécifique chez la Tomate (Figure 23). 
Quelques études indiquent que la signalisation par JA et par ET opèrent souvent de façon 
synergique pour activer l’expression de gènes de défense suite à une inoculation avec un agent pathogène 
(Glazebrook, 2005; Penninckx et al., 1998; Thomma et al., 2001). Par exemple, l’induction de PR5 est 
spécifique de la voie ET, alors que l’induction de PDF1-2 nécessite la présence des 2 voies 
fonctionnelles. Les mutants ein2 et jar1 d’Arabidopsis, respectivement traités au MeJA ou à l’ET, sont 
incapables d’accumuler des transcrits PDF1-2, alors que l’expression du gène est détecté chez le parent 
sauvage (Penninckx et al., 1998). De même, le mutant d’Arabidopsis cev1 (constitutive expression of 
VSP1), qui code pour une cellulose synthase, montre une activation constitutive des voies de signalisation 
JA et ET, indiquant que CEV1 agit comme un régulateur négatif de JA et ET (Ellis et al., 2002). A 
l’inverse, le facteur de transcription ERF1 agit comme régulateur positif de la signalisation JA et ET 
(Lorenzo et al., 2003a), ainsi que certains membres de la famille ERF qui jouent un rôle majeur dans la 
régulation des différentes réponses de défense chez Arabidopsis (McGrath et al., 2005).  
Il est donc clairement établi qu’une production d’éthylène intervient après les 
premières étapes de l’initiation de la HR et induit un grand nombre de gènes de défense. De 
plus, l’ET jouerait un rôle dans l’établissement des symptômes associés à la maladie, mais 
également dans l’établissement de la mort cellulaire liée à la HR. Enfin l’ET joue de concert 
avec JA afin notamment de réguler la résistance aux agents pathogènes nécrotrophes.  
Figure 23 : La reconnaissance du motif GCC par les facteurs de transcription ERF dans le cadre de la 
résistance aux agents pathogènes (D’après Singh et al., 2002). 
Chez la Tomate, la protéine R PTO interagit avec le TF de type ERF PTI4. La reconnaissance d’une protéine 
Avr du pathogène permet la phosphorylation de PTI4. PTI4 sous sa forme phosphorylée est alors actif et peut 
se lier à ses promoteurs cibles en reconnaissant la séquence consensus GCC. De même, le facteur de 
transcription ERF1 activé en réponse à l’éthylène et à SA se lie également sur les promoteurs de gènes 
contenant des boîtes GCC.
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3.4 L’acide abscissique (ABA) régule également les réponses de défense 
 L’ABA est impliqué dans la régulation de nombreux aspects de la croissance et du 
développement des plantes incluant par exemple la germination des graines, la maturation de l’embryon, 
la sénescence des feuilles ou la fermeture des stomates (Wasilewska et al., 2008). Des études récentes ont 
mis en évidence le rôle de l’ABA dans la réponse des plantes aux agents pathogènes (Adie et al., 2007; de 
Torres-Zabala et al., 2007; Mauch-Mani and Mauch, 2005), rôle qui semble être complexe et varier selon 
l’interaction plante-agent pathogène considérée. 
  L’ABA est souvent impliqué dans la régulation négative des réponses de défense contre divers 
agents pathogènes qu’ils soient biotrophes ou nécrotrophes. En effet des mutants d’Arabidopsis qu’ils 
soient affectés dans la biosynthèse de l’ABA ou dans leur sensibilité à l’hormone,, présentent une 
augmentation de la résistance à une souche virulente Pst DC3000 (de Torres-Zabala et al., 2007) et à 
Botrytis cinerea (Adie et al., 2007). De même une application exogène d’ABA augmente la sensibilité 
d’Arabidopsis à Pst (de Torres-Zabala et al., 2007) du soja à Phytophthora sojae (Mohr and Cahill, 
2007), ou du Riz à Magnaporthe grisea (Koga et al., 2004). De plus, il a été montré qu’un traitement à 
l’ABA supprime l’induction de la SAR, indiquant qu’il existe un antagonisme entre la signalisation de la 
SAR et de l’ABA chez Arabidopsis (Yasuda et al., 2008). L’ensemble de ces résultats suggèrent que 
l’ABA agit comme un régulateur négatif des réponses de défense pour différents pathosystèmes. 
 Cependant, le rôle de l’ABA peut aussi jouer un rôle de régulateur positif dans les mécanismes de 
défense (Mauch-Mani and Mauch, 2005). Ainsi, l’ABA active la fermeture des stomates qui agit alors 
comme une première barrière physique à l’infection (Melotto et al., 2006). De plus, le traitement à l’ABA 
protège les plantes contre A. brassicicola et P. cucumerina, ce qui implique un rôle positif de l’ABA dans 
la défense des plantes contre certains agents pathogènes. 
 L’ABA joue donc un rôle ambivalent dans les interactions plantes-agents pathogènes, agissant 
soit positivement soit négativement sur les mécanismes de défense en interférant à différents niveaux de 
la signalisation mise en place en réponse à l’interaction. Dans ce contexte, un large éventail de 
mécanismes à la base des effets bénéfiques ou négatifs de l’ABA dans les mécanismes de défense a été 
proposé, incluant la suppression de la résistance basale médiée par SA et JA, des interconnections avec la 
signalisation JA, la suppression de la génération de ROS, l’induction de la fermeture des stomates et la 
stimulation du dépôt de callose (Asselbergh et al., 2008) (Figure 24).  
L’acide abcissique peut également agir comme un facteur de virulence. En effet, des plantes 
d’Arabidopsis inoculées avec Pst DC3000 accumulent des niveaux plus élevés d’ABA et de JA, comparé 
aux plantes non inoculées (de Torres-Zabala et al., 2007). Ces données montrent que certains pathogènes 
ont pu évoluer afin d’acquérir la capacité de produire de l’ABA ou de mimer l’effet de l’ABA qui 
interfère avec les défenses de l’hôte. De façon intéressante, l’expression in planta de l’effecteur AvrPtoB 
augmente les niveaux de l’ABA et du JA dans les feuilles d’Arabidopsis (de Torres-Zabala et al., 2007). 
Cependant les changements de niveaux d’ABA sont relativement modérés en comparaison avec les 
changements observés dans les taux de JA, SA et ET après une inoculation avec un agent pathogène 
(Mauch-Mani and Mauch, 2005). L’analyse des gènes induits chez Arabidopsis montre qu’un tiers des 
gènes de régulation de l’ABA sont induits en réponse à P. irregulare (Adie et al., 2007). 
L’action de l’ABA touche également les voies de signalisation hormonale lors de la mise en place des 
défenses. En effet, l’application d’ABA chez Arabidopsis supprime la résistance gène pour gène à Pst, et 
affecte l’accumulation de SA, impliquée dans ce type de résistance (Mohr and Cahill, 2007). De plus, une 
analyse transcriptomique a montré la suppression par l’ABA de l’expression de gènes induits dans les 
Figure 24 : Rôle de l’ABA dans la défense des plantes (D’après Ton et al., 2009). 
L’ABA a un multiple rôle dans la réponse des plantes aux agents pathogènes, et ce rôle varie en fonction de la 
stratégie et de la période de l’invasion par l’agent pathogène. Au cours de la première phase de l’infection, l’ABA 
stimule la résistance aux agents pathogènes par activation de la fermeture des stomates. Au cours de la deuxième 
phase, il active le dépôt de callose en réponse aux Ooomycètes et champignons. Dans certains cas, la production 
d’ABA peut supprimer précocement la production de ROS et causer une augmentation de la sensibilté, comme 
observé au cours de l’interaction entre la Tomate et Botrytis cinerea. A l’inverse, les composantes de la voie de 
réponse de l’ABA peuvent supprimer le dépôt de callose induit par les bactéries et donc contribuer négativement à la 
résistance. Au cours de la dernière phase de l’infection, l’ABA interagit avec les différentes voies de signalisation 
dépendante de SA, JA et ET. Il inhibe la résistance SA-dépendante et module la résistance JA-dépendante.
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premières étapes de la synthèse des phénylpropanoïdes, qui conduit notamment à la synthèse de composés 
antimicrobiens ou du SA (Mohr and Cahill, 2007). D’autre part, une forte accumulation du transcrit de 
PR1 est aussi détectée dans des mutants déficients pour l’ABA chez la Tomate (Asselbergh et al., 2008; 
Thaler et al., 2004). A l’inverse l’expression de PR1 est régulée négativement lorsque des cellules de 
Tabac sont traitées avec de l’ABA (Rezzonico et al., 1998). Ensemble, ces résultats indiquent que l’ABA 
peut supprimer l’accumulation de SA et la transcription des gènes de défense induit par SA. D’autre part, 
Adie et collaborateurs proposent que l’antagonisme entre ABA et SA soit expliqué par un effet indirect 
basé sur l’induction de la biosynthèse de JA par l’ABA (Adie et al., 2007). En effet, il a été montré que 
l’expression des gènes marqueurs de défense à JA et ET CHI et HEL était supprimée par l’application 
exogène d’ABA. De même, ABA est requis pour la biosynthèse du JA et l’expression des gènes de 
réponse à JA après une inoculation avec P. irregulare (Adie et al., 2007). Une autre explication à 
l’antagonisme SA et ABA repose sur l’effet positif de l’acide abscissique sur le dépôt de callose (Flors et 
al., 2008). Or la callose est connue pour bloquer les réponses de défense induites par SA  (Nishimura et 
al., 2003). Enfin, comme  SA, JA et ET, l’ABA semble également réguler la production et l’accumulation 
de ROS (Xing et al., 2008).  
 L’ABA est donc impliqué dans les réponses de défense à différents types d’agents pathogènes. 
Cependant les effets qu’il exerce sur les autres voies de signalisation impliquées dans la défense restent 
encore peu connus, ainsi que les mécanismes moléculaires qui les sous-tendent. 
 
 
 
 
4. Les régulateurs transcriptionnels associés à la défense 
Comme nous l’avons vu précédemment, l’immunité chez les plantes implique une multitude de 
réponses physiologiques qui sont induites dès la perception de l’agent pathogène. En effet, la HR est 
régulée par différentes molécules signal, telles que les ROS, le NO ou les hormones, comme déjà décrit. 
L’intégration de l’ensemble de ces signaux mène à une reprogrammation génétique de la cellule. Cette 
reprogrammation s’avère donc une étape clé de la mise en place de la défense chez les plantes. Cependant 
peu de régulateurs transcriptionnels ont été identifiés dans ce contexte. Nous présenterons ici quelques 
facteurs de transcription (TF) dont le rôle est important dans le contrôle de la défense et/ou de la mort 
cellulaire hypersensible. 
 
Dans un organisme pluricellulaire, l’expression des gènes codant pour des protéines est sujette à 
une régulation spatiale et temporelle complexe. La spécificité de cette expression génique est au moins en 
partie régulée par des protéines capables d’activer ou de réprimer la transcription : les facteurs de 
transcription (TF). Ils sont composés de manière générale d’un domaine de liaison à l’ADN, d’un signal 
de localisation nucléaire et d’un domaine d’activation de la transcription leur permettant ainsi de moduler 
le niveau de transcription de leurs gènes cibles. Le génome d’Arabidopsis coderait pour près de 1500 TF 
SA, JA, ET et ABA sont des hormones dont le rôle dans le contrôle de la HR 
est le mieux connu. Elles interviennent par le biais de voies de transduction interconnectées 
en un réseau complexe pour moduler la mort cellulaire et la résistance. Les éléments 
impliqués sont spécifiques ou non de certains types de stress et de certains agents pathogènes. 
--
Tableau 2 : Facteurs de transcription associés à la défense (D’après Eulgem, 2005)
Facteur de 
transcription
Taille de la famille 
chez Arabidopsis Caractéristiques de la famille
Motif concensus de 
liaison à l'ADN
ERF 56 1 domaine ERF GCC box
R2R3 Myb 125 2 repétitions du domaine MYB (R2 et R3)
MYB binding site   
(MBS1 et MBS2)
TGA bZIP 10 1 domaine bassique de liaison à l'ADN, un domaine leucine zipper TGA box
NPR1 6 Domaine répété à ankryne
Whirly 3 Domaine Whirly GTCAAAAA/T
WRKY 74 1 ou 2 domaines WRKY W box
Figure 25 : Modèle hypothétique du réseau de WRKY (Eulgem et Somssich, 2007)
La signalisation cellulaire menant à la HR est déclenchée par la reconnaissance de PAMP via des récepteurs 
localisés dans la membrane plasmique (PM) et traduit par des cascades de MAP kinases. Les réponses de 
défense sont également initiées par la reconnaissance des protéines AVR par les protéines R. Dans les deux 
cas, une rapide reprogrammation de l’expression des gènes est mise en place via l’action de différents WRKY.
MEKK1, MAP kinase kinase kinase; MEK1, MKK2, MKK4, MKK5, MAP kinase kinases; MPK3, MPK4, MPK6, MAP kinases
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différents, regroupés en familles sur la base de leurs structures (Riechmann et al., 2000). Chez les plantes, 
de façon originale comparativement aux autres organismes, les  TF appartiennent pour la plupart à de 
grandes familles multigéniques. Les familles les plus représentées sont les facteurs MYB (de type « avian 
Myeloblastosis virus oncogene », 126 membres), les facteurs AP2/EREBP (APETALA2/Ethylene 
Responsive Element Binding Proteins, spécifiques des plantes, 56 membres), les facteurs WRKY (74 
membres) et les facteurs bHLH (basic helix-loop-helix, 150 membres) (Duek and Fankhauser, 2005; 
Eulgem, 2005). Les connaissances actuelles attribuent un rôle dans la défense à certains facteurs MYB, à 
des facteurs de type ERF mais surtout à de nombreux facteurs WRKY (tableau 2).  
Nous décrirons plus particulièrement l’organisation en réseau des facteurs WRKY pour réguler la 
résistance basale chez les plantes (§4.1), puis comment différents types de TF s’associent en cascade afin 
d’activer le gène de défense PR1 (§4.2). Nous aborderons également différents types de mécanismes de 
régulation des complexes transcriptionnels en relation avec la signalisation SA, JA et ET (§4.3). Puis 
nous prendrons quelques exemples de régulateurs du programme de mort cellulaire hypersensible et 
expliciterons leur rôle (§4.4). 
 
4.1 Une batterie de facteurs WRKY régule la résistance basale chez les plantes 
L’immunité chez les plantes est associée à de nombreuses régulations assurées par des TF de 
type WRKY (pour revue (Singh et al., 2002)), qui se lient de façon spécifique aux séquences cis W (W 
boxes) sur-représentées dans les promoteurs de gènes exprimés au cours des résistances basale, spécifique 
et systémique acquise (SAR) (Eulgem, 2004; Maleck et al., 2000; Navarro et al., 2004; Petersen et al., 
2000). Des analyses transcriptomiques ont également permis de révéler le rôle de régulateurs potentiels 
des facteurs WRKY dans la défense. En effet 49 gènes WRKY parmi 72 testés répondent à une infection 
bactérienne ou à un traitement SA (Dong et al., 2003). D’autre part l’analyse des promoteurs de gènes 
WRKY a révélé que ces derniers étaient significativement enrichis en boîtes W, suggérant qu’ils sont 
capables de s’autoréguler ou/et qu’ils peuvent être contrôlés par d’autres WRKY. Le réseau de WRKY 
permettrait ainsi la mise en place d’une régulation par rétrocontrôle dans la modulation de l’immunité 
chez les plantes (Figure 25). 
 Les mécanismes de rétrocontrôle positif ont pour but d’amplifier la capacité d’activation 
transcriptionnelle des WRKY pendant les premières étapes de la résistance. En effet, juste après la 
reconnaissance de l’agent pathogène, les cascades de kinases permettent l’activation par phosphorylation 
de WRKY contenant un motif D. AtWRKY22 et AtWRKY29 sont surexprimés par une cascade de MAPK 
induite au cours de la résistance basale et contiennent de nombreuses boîtes W dans leurs promoteurs 
respectifs. Des expériences de co-transfection peuvent amplifier l’expression de gènes de défense 
contrôlés par ces WRKY, mais aussi l’expression même de ces WRKY (Asai et al., 2002) permettant 
ainsi la mise en place d’une boucle d’amplification ou de rétrocontrôle positif. 
Par ailleurs un rétrocontrôle négatif est nécessaire pour prévenir une activité WRKY inappropriée, ou 
« ajuster » l’activation des défenses. Par  exemple, AtWRKY7, AtWRKY11 et AtWRKY17 agissent comme 
des régulateurs négatifs de la résistance basale chez Arabidopsis et l’activité de répresseur 
transcriptionnel d’AtWRKY7 et AtWRKY11 a été mise en évidence (Journot-Catalino et al., 2006; Kim 
et al., 2006). De même, des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont montré que 
chez le Persil, le TF WRKY1 se lie à son propre promoteur et régule négativement sa propre expression 
(Turck et al., 2004). Ces travaux ont aussi révélé que les boîtes W, auxquelles se lie WRKY1, sont 
occupées par d’autres facteurs de transcription WRKY de façon constitutive suggérant que les facteurs 
Figure 27 : Rôle du protéasome dans la 
régulation de NPR1. (Spoel et al., 2009) 
L’accumulation de SA provoque des changements 
redox permettant ainsi la translocation de NPR1 
dans le noyau. Les monomères de NPR1 
interagissent avec d’autres TF pour initier la 
transcription de leurs gènes cibles et recrutant le 
complexe d’initiation de la transcription (IC) et 
l’ARN polymérase II (Pol II). La formation de ce 
complexe provoque la phosphorylation de NPR1 
(P) par une kinase associée avec le IC. La ligase 
CUL3 va s’associer avec NPR1 phosphorylé et 
l’ubiquitine conduisant à sa dégradation vers le 
protéasome et à la libération des promoteurs 
cibles pour de nouvelles protéines NPR1. 
Figure 26 : La cascade de régulateurs 
transcriptionnels relayant les signaux SA-
dépendants vers PR1 (D’après Eulgem, 2005). 
Des niveaux de SA élevés déclenchent une 
transcription accrue de NPR1 par les facteurs 
WRKY qui se fixent à 2 boîtes W dans le 5’UTR de 
NPR1. Dans les cellules au repos, les oligomères 
de NPR1 sont séquestrés dans le cytoplasme. 
L’accumulation de SA provoque un changement 
dans le statut redox causant la réduction de ponts 
disulfures intramoléculaires dans les oligomères 
NPR1. Les monomères NPR1 qui en résultent se 
relocalisent dans le noyau où ils activent la fixation 
des facteurs TGA aux boîtes TGA (LS5 et LS7) du 
promoteur de PR1. Les boiîtes TGA LS5 et LS4 et 
une boîte W qui interagit probablement avec des 
facteurs WRKY sont des régulateurs négatifs qui 
répriment l’expression de PR1. Les boîtes TGA LS7 
et LS10, qui interagissent avec des facteurs de 
transcription inconnus, sont des régulateurs 
positifs. La boîte GCC, LS8, interagit probablement 
avec des facteurs ERF. L’effet de cet élément sur 
l’expression de PR1 est inconnu. Cependant, 
l’induction de la SAR stimule la fixation de protéines 
sur cet élément. D’autres facteurs WRKY 
contribueraient à la régulation de PR1 
indirectement en interaction avec les boîtes W 
putatives en amont de LS4.
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WRKY agissent en un réseau de protéines en compétition, dont les mouvements seraient dépendants d’un 
stimulus. 
La régulation transcriptionnelle des facteurs WRKY fait également intervenir des petits ARN, à 
l’origine du « silencing » de ces facteurs. En effet, les cibles putatives de nombreux miRNA codent pour 
des facteurs de type WRKY (Zhang et al., 2008). A l’inverse, un certain nombre de promoteurs de 
miRNA sont enrichis en boîtes W impliquant les WRKY dans l’activation et/ou la répression de miRNA 
(Zhou et al., 2008). AtWRKY18 et AtWRKY40 semblent impliqués dans cette nouvelle voie de 
régulation (Pandey and Somssich, 2009). 
 L’ensemble de ces résultats montre donc que les gènes WRKY sont fonctionnellement connectés 
entre eux formant un réseau transcriptionnel complexe impliquant des boucles de rétrocontrôle positif 
et négatif, de façon à moduler la réponse des plantes aux agents pathogènes. 
 
 
4.2 Les facteurs NPR1, TGA et WRKY composent l’interrupteur moléculaire qui 
active l’expression de PR1 
La régulation de l’expression de PR1 est une bonne illustration de l’action conjointe de différents 
types de TF. Il s’agit d’une cascade moléculaire reliant le SA à PR1 via les facteurs de transcription 
NPR1, WRKY et TGA (Figure 26). L’augmentation de SA déclenchée par la reconnaissance de l’agent 
pathogène, affecte l’activité de NPR1 par 2 mécanismes parallèles. 
- Le premier mécanisme mis en jeu est un contrôle transcriptionnel de NPR1 par SA. En effet, la 
transcription de NPR1 est induite de 2 à 3 fois par SA. Plusieurs éléments conduisent à penser 
qu’AtWRKY18 agirait non sur l’expression des gènes PR, mais plutôt sur la régulation de l’expression de 
NPR1. En effet, la séquence promotrice de NPR1 contient des boîtes W qui sont reconnues 
spécifiquement par des facteurs WRKY induits par SA. Des mutations dans ces boîtes W abolissent la 
reconnaissance par les facteurs WRKY et rendent NPR1 incapable de complémenter les mutants npr1 
pour l’expression de gènes de défense et de la résistance (Jiang et al., 2001). 
- Le deuxième mécanisme de régulation de NPR1 affecte directement la protéine NPR1. En l’absence 
d’agent pathogène, NPR1 forme des oligomères liés entre eux par des ponts disulfures. Ces oligomères 
sont alors séquestrés dans le cytoplasme. Suite à une interaction avec un agent pathogène, une 
augmentation de SA déclenche un changement du statut redox de la cellule. Sous ces conditions, NPR1 
est réduit à sa forme monomérique qui lui permet de se relocaliser dans le noyau (Mou et al., 2003). Le 
transport de NPR1 du cytoplasme au noyau serait contrôlé par le nombre de cystéines sensibles au statut 
redox, et qui serait des cibles potentielles de nitrosylation (Loake and Grant, 2007). Par ailleurs, le taux de 
protéines NPR1 dans le noyau est régulé par le protéasome (Figure 27). NPR1 sous forme de monomères 
dans le noyau interagit avec d’autres facteurs de transcription pour initier la transcription de gènes cibles 
en recrutant le complexe d’initiation de la transcription et la RNA polymérase II (Pol II) (Abramovitch et 
al., 2003). NPR1 serait ensuite phosphorylé par une kinase associée au complexe de transcription. La 
CUL3 ligase interagit alors avec NPR1 phosphorylé et l’ubiquitine rapidement, ce qui conduit NPR1 vers 
sa dégradation par le protéasome (Spoel et al., 2009). La dégradation rapide des protéines NPR1 
« fatiguées » permet l’accession de nouvelles protéines NPR1 « fraîches » aux promoteurs des gènes 
cibles, permettant ainsi la réinitialisation de la transcription. 
Figure 28 : Représentation schématique de l’activation des réponses aux agents pathogènes et à la 
blessure AtMYC2- et ERF1-dépendantes (D’après Lorenzo et al., 2004).
JA seul induit l’expression d’AtMYC2 qui est responsable de l’activation des réponses à la blessure et de la 
répression des gènes associés à la réponse à un agent pathogène. Mais la coopération entre les signaux 
associés à JA et ET, via l’activation de la transcription par ERF1 provoque l’activation des gènes associés à la 
réponse à un agent pathogène et la répression des gènes associés à la blessure. De ce fait, la balance entre 
ERF1 et AtMYC2 autorise la plante à sélectionner le groupe de gènes à activer selon le stress rencontré. 
ABA, Acide abscissique; ET, éthylène; JA, Acide jasmonique.
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Comme déjà évoqué, NPR1 peut interagir avec d’autres TF, des facteurs de transcription de type 
TGA (Li et al., 1999). Des expériences d’immunoprécipitation de chromatine ont montré que ces facteurs 
TGA étaient recrutés au niveau du promoteur de PR1 de manière SA- et NPR1-dépendante (Johnson et 
al., 2003). La translocation de NPR1 dans le noyau active la fixation de TGA2 et TGA3 au promoteur de 
PR1 (Collmer et al., 2002; Johnson et al., 2003). De plus, le changement du statut redox de la cellule 
autorise la liaison entre NPR1 et TGA1 et probablement TGA4, liaison qui favoriserait la fixation des 
facteurs TGA aux boîtes TGA des promoteurs (Despres et al., 2000) (Figure 26). Enfin des études 
génétiques ont montré l’importance des facteurs TGA2, TGA5 et TGA6 dans l’induction de la SAR (Jin 
et al., 2003). Chacun des gènes TGA possède un profil  d’expression spécifique en condition de stress et 
de défense suggérant que chacun joue un rôle particulier dans les programmes de défense (Basse et al., 
2002). Par ailleurs, les WRKY pourraient jouer un rôle en aval de NPR1 pour la régulation de gène PR. 
En effet on observe un enrichissement significatif en boîtes W dans les promoteurs de 26 gènes régulés 
de façon NPR1-dépendante au cours de la SAR (Maleck et al., 2000). En outre, un site de liaison aux 
facteurs WRKY sur le promoteur de PR1 (LS4) agit comme un répresseur constitutif de PR1 (Lebel et 
al., 1998) (Figure 26). Au moins un facteur WRKY, AtWRKY6 est connu pour être un répresseur de la 
transcription. Ce facteur WRKY est transloqué vers le noyau et son expression est induite en réponse à P. 
syringae (Robatzek and Somssich, 2001). De plus, WRKY6 a une activité inhibitrice sur sa propre 
expression et celle de PR1 (Robatzek and Somssich, 2002). Des activités similaires ont été également 
observées pour des TGA se liant à des motifs TGA répresseurs (LS5) (Wan et al., 2002) (Figure 26). Ces 
résultats montrent que le mécanisme général de l’activation de PR1, de façon NPR1-dépendante, implique 
une dérépression via les WRKY et TGA, combinée à une activation par des TGA et d’autres TF. De 
même, huit facteurs de transcription de type WRKY seraient directement régulés par NPR1 (Wang et al., 
2006). Des approches de génétique inverse sur ces WRKY ont révélé leur rôle comme régulateurs positifs 
et négatifs de la signalisation par SA (Wang et al., 2006).  
 
 
4.3 Mécanismes de régulation des ERF, bHLH et bZIP, TF jouant un rôle 
important dans l’intégration des voies de signalisation SA, JA et ET 
Nous avons décrit précédemment le rôle de nombreux facteurs de transcription dans l’intégration 
des voies de signalisation SA, JA et ET (§3, Figure 21). Ici, nous aborderons différents mécanismes de 
régulation des complexes transcriptionnels par la cellule afin de contrôler finement la mise en place des 
réponses de défense. 
 
4.3.1 Des facteurs transcriptionnels de type ERF contiennent des domaines 
répresseurs. 
Les facteurs de transcription de type ERF (Ethylene Responsive Factor, 65 membres), sous groupe de la 
famille des facteurs AP2/EREBP, interviennent dans les voies de signalisation ET et JA en réponse aux 
agents pathogènes (Gutterson and Reuber, 2004; Lorenzo et al., 2003b; McGrath et al., 2005; Nakano et 
al., 2006; Onate-Sanchez and Singh, 2002; Pre et al., 2008). Ils possèdent un domaine conservé de 58 à 
59 acides aminés, appelé « ERF domain », qui se lie spécifiquement à une séquence cis de type GCC. 
Ces boîtes sont retrouvées dans de nombreux promoteurs de gènes PR, comme les gènes PDF1-2, ChiB 
ou Thi2.1 (Singh et al., 2002). Plusieurs membres de cette famille ont en effet été identifiés comme des 
Figure 30: Mécanisme de répression de gènes de défense par LSD1 (D’après Garcia et Parker, 2009).
Le régulateur négatif LSD1 de la mort cellulaire interagit avec le TF bZIP10, ce qui a pour conséquence de le 
séquestrer dans le cytoplasme, bloquant l’activation de ses gènes cibles. En réponse à un stimulus  (agents 
pathogènes, ROS), bZIP10 est libéré du complexe et est transloqué dans le noyau afin d’activer les gènes de 
défense, menant à la résistance et la HR.
Cytoplasme
Noyau
Gènes de 
défense
Agents pathogènes
ROS
A. Conditions 
normales
B. Interactions 
pathogènes
Gènes de réponse à JA Gènes de réponse à JA 
dont les JAZ gènes
Figure 29 : Modèle d’activation de MYC2 par ubiquitination des JAZ protéines chez Arabidopsis. (D’après 
Chico et al., 2008) 
A. Dans les conditions normales, l’activité de MYC2 est réprimée par son interaction directe avec les protéines JAZ.
B. Au cours d’une interaction pathogène, le JA synthétisé interagit avec JAZ et SCFCOI1, qui va provoquer 
l’ubiquitination de JAZ et sa dégradation par le protéasome 26S, libérant ainsi MYC2. MYC2 peut induire 
l’expression des gènes de réponse à JA incluant les gènes JAZ. Puis les nouvelles protéines JAZ restaurent à
nouveau la répression de MYC2, permettant ainsi un rétrocontrôle négatif.
JA
INTRODUCTION 
Chapitre II : Le contrôle moléculaire de la HR 
 
 40
régulateurs positifs de l’expression de ces gènes et augmentent la résistance à différents agents 
pathogènes, biotrophes ou nécrotrophes (Berrocal-Lobo et al., 2002; Gu et al., 2002; McGrath et al., 
2005). Néanmoins, 14 ERF d’Arabidopsis contiennent un domaine répresseur EAR (ERF-Associated 
amphiphilic Repressor) (Nakano et al., 2006), pour lesquels la fonction a été montrée. Par exemple, la 
surexpression d’AtERF4, qui contient un domaine EAR, réduit l’induction de PDF1-2 par le 
méthyljasmonate et la résistance des plantes à Fusarium oxysporum (McGrath et al., 2005). Certains 
membres de cette famille jouent le rôle d’intégrateur entre les voies de signalisation JA- et ET-
dépendantes, comme ERF1 (Lorenzo et al., 2003b) ou plus récemment ORA59 (Pre et al., 2008). 
 
4.3.2 Une dé-répression de facteurs transcriptionnels de type bHLH pour une 
activation de la défense. 
Le facteur de transcription de type bHLH-LZ (basic Helix-Loop-Helix Leucine-Zipper) AtMYC2 exerce 
une régulation différente sur  l’expression des gènes de réponse à JA : (i) une activation des gènes 
classiquement associés à la réponse systémique et à la blessure, et (ii) une répression des gènes 
habituellement associés à la réponse aux agents pathogènes. De façon intéressante, ERF1 régule de façon 
opposée à AtMYC2 ces deux groupes de gènes marqueurs (Lorenzo et al., 2004). Ces résultats illustrent 
l’existence de 2 branches dans la signalisation par JA régulées de façon antagoniste par ERF1 et AtMYC2 
et en rapport avec les 2 grands types de stress impliquant JA : la blessure et l’attaque par un agent 
pathogène (Figure 28). Par ailleurs, des découvertes récentes ont montrées que les répresseurs 
transcriptionnels JAZ (Jasmonate ZIM domain) sont des régulateurs clés de la réponse au JA, 
notamment d’AtMYC2. En effet, JA active l’interaction entre les protéines JAZ et l’ubiquitine ligase 
SCFCOI1, conduisant à la dégradation de JAZ par le protéasome 26S. D’autre part, le TF MYC2 interagit 
physiquement avec JAZ3. Le modèle de régulation est donc le suivant (Figure 29) (Staswick, 2008) : (i) 
en l’absence d’interaction, JAZ3 interagit avec MYC2, ne permettant pas à celui-ci d’activer les gènes de 
réponse au SA (Figure 29A), (ii) au cours de l’interaction, la synthèse de JA et de ses conjugués est 
activée, permettant l’interaction de SCFCOI1 avec JAZ menant à la dégradation de JAZ et à la libération de 
MYC2. MYC2 active alors ses gènes cibles, dont font partie les gènes JAZ. L’expression des gènes JAZ 
va donc permettre la reformation du complexe répresseur JAZ-MYC2, éteignant de ce fait son activité 
transcriptionnelle (Chico et al., 2008) (Figure 29B). Ce mécanisme permet de maintenir les composantes 
de l’activation transcriptionnelle éteintes jusqu’à un stimulus particulier, ici le JA, qui les libère du 
complexe inactif sur l’ADN pour moduler l’expression des gènes de défense. 
 
4.3.3 Une relocalisation de facteurs transcriptionnels de type bZIP pour un contrôle de 
leur activité transcriptionnelle 
D’autres mécanismes contrôlent l’activation des gènes par les facteurs de transcription, notamment en 
contrôlant leur localisation dans la cellule. Chez Arabidopsis, le régulateur négatif de la mort cellulaire 
LSD1 interagit dans le cytoplasme avec le TF nucléo-cytoplasmique AtbZIP10, le retenant ainsi dans le 
cytoplasme. Dans le mutant lsd1, il y a une diminution de l’induction des ROS et de la résistance au 
pathogène, en partie due à la relocalisation en absence de LSD1 d’AtbZIP10 dans le noyau, où il active 
les gènes de defense (Kaminaka et al., 2006) (Figure 30).  
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4.4 Les régulateurs transcriptionnels de la mort cellulaire hypersensible 
Si la régulation transcriptionnelle des voies de signalisation conduisant à l’activation des 
mécanismes de défense commence à être décryptée, en revanche la nature des régulateurs contrôlant le 
déclenchement et l’exécution du programme de mort cellulaire hypersensible demeure peu connue.  
La recherche d’interacteurs de la protéine kinase WIPK a conduit à l’identification d’une protéine 
ne présentant pas de similarités avec des protéines connues, à l’exception d’un domaine de liaison à 
l’ADN. Celle-ci a été baptisée NtWIF (WIPK Interacting Factor). L’expression du gène correspondant 
est induite 1 heure après le déclenchement de la HR en réponse au TMV, ce qui laisse supposer que 
NtWIF est un TF impliqué dans les réponses de défense (Yap et al., 2005). 
D’autre part, le gène du Tabac NtWIN4 (Nicotiana tabacum wound-induced clone 4) est régulé 
positivement non seulement en réponse à la blessure mais aussi à une attaque par un agent pathogène. 
NtWIN4 code pour un TF bZIP putatif qui montre une activité transcriptionnelle répresseur, dont la 
surexpression dans des plantes de Tabac accélère la réponse hypersensible après une infection par un 
agent pathogène. Cependant la protéine NtWIN4 est localisée dans le chloroplaste et non dans le noyau, 
suggérant que celui-ci aurait divergé pour devenir un facteur chloroplastique qui interagirait avec des 
composantes du chloroplaste afin d’induire la HR par disruption du chloroplaste (Kodama and Sano, 
2006). 
 Enfin, une technique de criblages différentiels a permis d’identifier le gène OsNAC4 induit 
spécifiquement chez le Riz par une souche avirulente de Acidovotax avenae et dont le rôle de régulateur 
de la mort cellulaire hypersensible a été validé par l’analyse de mutants « gain et perte de fonction » 
(Ooka et al., 2003). De plus, OsNAC4 est transloqué dans le noyau et cette translocation est dépendante 
de sa phosphorylation après une infection avec un agent pathogène avirulent. Une analyse 
transcriptomique a permis d’identifier les gènes OsHSP90 et IREN, impliqués dans l’exécution du 
programme de mort cellulaire (Kaneda et al., 2009). 
De même, cette méthode a permis d’identifier le facteur de transcription AtMYB30 qui régule la 
mort cellulaire hypersensible chez Arabidopsis (Lacomme and Roby, 1999) qui sera décrit plus loin. 
 
 
 
 
 
 
Nous avons montré ici l’importance des facteurs de type ERF et surtout des 
facteurs WRKY dans le contrôle transcriptionnel de la défense et de la HR, ainsi que leurs 
modes de régulation. Par ailleurs, la recherche de gènes spécifiquement exprimés et de façon 
précoce au cours de la HR a abouti à l’identification, entre autres, d’AtMYB30, qui présente 
toutes les caractéristiques structurales d’un TF de type MYB. C’est pourquoi une attention 
particulière sera portée à la famille de type MYB dans le chapitre IV.  Au-delà des 
régulateurs  des gènes de défense, la Réponse Hypersensible constitue une des manifestations 
majeures de la résistance et un exemple de mort cellulaire programmée chez les plantes, c’est 
pourquoi le paragraphe suivant sera consacré à sa description. 
Figure 31: Les principaux cas de mort cellulaire programmée chez les plantes. 
(D’après Pennell et Lamb, 1997).
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5. L’exécution du programme de mort cellulaire hypersensible 
La perception de l’agent pathogène lors d’une interaction incompatible se traduit par la mise en 
place d’un mécanisme actif aboutissant à la mort cellulaire hypersensible, étroitement régulée par de 
nombreuses molécules « signales » comme nous l’avons vu précédemment. Durant cette réaction, la mort 
cellulaire n’est pas le fait d’une destruction des cellules par l’agent pathogène, mais correspond bien à 
l’activation de programmes génétiques se traduisant par la synthèse et l’activation de protéines 
« d’exécution » qui conduiront au sacrifice de certaines cellules afin de protéger l’intégrité de la plante. 
Dans cette partie, nous verrons en quoi la HR est une mort cellulaire programmée originale (§5-1) et 
quelles sont les preuves du contrôle génétique de la HR (§5-2). Enfin, nous donnerons quelques exemples 
d’acteurs de la HR identifiés : sur la base de leur homologie à des régulateurs animaux (§5-3-1), par 
approche génétique (§5-3-2) et par approche moléculaire (§5-3-3).  
 
 
5.1 La HR, un programme de mort cellulaire original chez les plantes 
 Chez les plantes, les programmes de mort cellulaire (PCD) sont activés tout au long de la vie de la 
plante. La PCD représente notamment l’étape ultime de la différenciation cellulaire (formation du 
xylème), de la morphogénèse (la formation des feuilles composées, la déhiscence de l’anthère, le 
développement de l’embryon et la sénescence) et également la réponse des plantes à des stress biotiques 
(Figure 31). Chez les animaux, on distingue principalement l’autophagie, au cours de laquelle la 
dégradation de la cellule est réalisée par le lysosome, et l’apoptose pendant laquelle le contenu de la 
cellule en train de mourir est phagocyté par une cellule voisine. La classification des formes de PCD des 
plantes sur des critères morphologiques est plus délicate (van Doorn, 2005). Néanmoins on peut citer 3 
types de processus de mort cellulaire : 
- L’une ressemble à l’apoptose animale. Le noyau est la première cible de la dégradation avec une 
condensation de la chromatine et une fragmentation du noyau. 
- La deuxième forme de PCD est beaucoup plus lente et permet le recyclage des composés 
cellulaires. Dans ce cas, le chloroplaste est la première cible de la dégradation, puis la vacuole et 
le noyau. Ce type de PCD est mis en place lors de la sénescence. 
-  Le troisième type de PCD implique le relarguage par la vacuole de nucléases et de protéases, une 
acidification du cytoplasme, et la dégradation rapide du noyau et des chloroplastes. Ce type de 
PCD est utilisé notamment au cours de la différentiation des éléments trachéaires. 
Contrairement aux autres PCD végétales, au cours de la HR, la fragmentation de l’ADN survient avant la 
rupture de la vacuole qui ne se produit qu’à la fin de la séquence de mort. La séquence des évènements 
morphologiques observés en réponse à Pseudomonas par exemple est la suivante : (i) accroissement de la 
perméabilité de la membrane plasmique, (ii) gonflement de la mitochondrie, (iii) fragmentation de 
l’ADN, (iv) rétractation de la vacuole puis du cytoplasme (Wakabayashi and Karbowski, 2001), (van 
Doorn, 2005). La cinétique de ce programme de mort est également très rapide en comparaison des autres 
PCD. Les caractéristiques morphologiques de la mort cellulaire hypersensible sont donc uniques. On peut 
observer certaines variantes au niveau cytologique selon l’agent pathogène impliqué. 
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5.2 La HR, un programme génétique 
De nombreuses interactions plantes-agents pathogènes peuvent conduire à une mort des cellules 
qui n’est pas liée à la HR pour deux raisons (1) cette mort cellulaire n’est pas associée à une résistance, 
(2) elle apparaît trop tard après l’infection et n’est pas accompagnée de déshydratation des tissus 
(Greenberg, 1996). La mort cellulaire observée lors d’une interaction incompatible, contrairement à celle 
précédemment décrite, est sous le contrôle d’un programme génétique. 
La HR nécessite un métabolisme actif, à savoir une activité transcriptionnelle et traductionnelle 
fonctionnelle (Pontier et al., 1998). De même, le cytosquelette semble jouer un rôle important dans la 
mise en place de la HR (Heath, 2000). Une photosynthèse fonctionnelle est également requise pour la 
mise en place de la mort cellulaire programmée (Genoud et al., 2002). Elle est de fait modulée par les 
conditions environnementales ce qui confirme également qu’il ne s’agit pas d’un mécanisme passif. Ainsi 
une hygrométrie élevée (Bhattacharya et al., 1996) ou une faible intensité lumineuse (Genoud et al., 
2002) retardent ou suppriment la HR.  
Par ailleurs l'expression de transgènes peut induire l'apparition de lésions nécrotiques (Mittler 
and Rizhsky, 2000). En effet, les lésions de type HR sont induites par des gènes impliqués dans la 
défense. Il peut s’agir de gènes d’avirulence bactériens comme avrRpt2 dont l’expression ectopique 
provoque une HR accompagnée de l’expression du marqueur de défense PR1 (McNellis et al., 1998). Il 
peut s’agir également de gènes végétaux liés à la résistance tels que les gènes Pto chez la Tomate (Xiao et 
al., 2001), ou RPW8 chez A. thaliana (Kang et al., 2003). De la même façon l’expression de certains 
éléments de voies de signalisation est capable d'induire de telles lésions, vraisemblablement en mimant 
les voies menant à la HR. En outre, des inhibiteurs de l'apoptose animale peuvent altérer la HR. 
Enfin, une des preuves les plus convaincantes du contrôle génétique de la mort cellulaire est 
l’existence de mutants « lésions spontanées » (LMM, Lesion Mimic Mutants). Certaines mutations sont 
capables de provoquer l’apparition de zones nécrotiques de type HR sans infection par un agent 
pathogène ou traitement par un éliciteur. Il faut noter qu’on ne peut exclure la possibilité que certains 
mutants présentent ce phénotype à cause d’une altération de leur physiologie cellulaire sans lien avec les 
mécanismes de défense (Devadas et al., 2002). Mais de nombreux mutants montrent une augmentation de 
la production de SA, de l’expression des gènes de défense et une résistance accrue face à certains agents 
pathogènes, indiquant que la mutation correspondante est liée aux mécanismes de défense (Lorrain et al., 
2003; Shirasu and Schulze-Lefert, 2003). L’étude de ces LMM s’avère donc être un outil déterminant 
pour la compréhension du mécanisme génétique menant à la mort cellulaire de type HR et à 
l’identification des régulateurs des programmes génétiques menant à la HR (§ 5-3-2). 
 
 
5.3 Les acteurs de la mort cellulaire hypersensible 
Le déclenchement de la mort cellulaire est un processus irréversible pour la cellule et nécessite 
donc un contrôle optimal de l’étendue et de la cinétique de cette mort. Nous nous intéresserons ici aux 
acteurs qui constituent cet « interrupteur » vers la mort. Différentes stratégies ont été menées afin 
d’identifier des acteurs de ce programme de mort cellulaire : recherche d’acteurs sur la base de leur 
homologie à des régulateurs animaux (§5-3-1), par approche génétique (§5-3-2) et par approche 
moléculaire (§5-3-3).  
 
Figure 32: Schéma simplifié des grandes voies permettant l’activation des caspases et de 
l’apoptose. (D’après Hengartner, 2000)
La voie des récepteurs de mort permet l’activation de la caspase 8 après formation de complexes 
membranaires entre les récepteurs, des protéines adaptatrices, la procaspases 8, et résulte en l’activation 
de la caspase 3.
La voie mitochondriale permet la libération de composés mitochondriaux dont le cytochrome c qui formera 
en association avec Apaf1 et la procaspase 9 un complexe nommé apoptosome capable d’activer la 
caspase 3.
Ces deux voies sont connectées via la protéine Bid et permettent l’activation de la caspase 3.
Procaspase-9
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5.3.1 Acteurs identifiés par la recherche d’homologues des régulateurs de l’apoptose 
chez les animaux 
Une des approches pour identifier des régulateurs du programme de mort cellulaire hypersensible 
est de rechercher des homologues chez les plantes des régulateurs animaux. En effet, plusieurs similarités 
morphologiques et biochimiques ont été trouvées entre les cellules en apoptose ou subissant la HR. 
Les mécanismes principaux de l’apoptose chez les animaux font intervenir des cascades 
protéolytiques recrutant des protéases à cystéines, clivant leur substrat au niveau d’un résidu aspartate et 
nommées caspases (Hengartner and Horvitz, 1994). Il existe deux voies principales d’activation des 
caspases : la voie des « Récepteurs de mort » et la voie mitochondriale (Figure 32) (Kaufmann and 
Hengartner, 2001). 
- Les récepteurs de mort membranaires ont en commun un motif cytoplasmique, nommé domaine de 
mort capable de lier des ligands cytoplasmiques conduisant à la formation de complexe inducteur (Weber 
and Vincenz, 2001). Une fois ce complexe formé, des changements de conformation permettent la 
fixation du pro-domaine de la pro-caspase 8, précurseur de la caspase 8. Cette fixation provoque le 
clivage auto-catalytique d’une caspase 8 active, elle-même susceptible d’activer ensuite d’autres caspases 
(Salvesen and Dixit, 1999). 
- La voie mitochondriale induit le relarguage de plusieurs polypeptides dont le cytochrome C 
mitochondrial vers le cytoplasme. Ce re-larguage est possible grâce au recrutement dans la membrane 
externe de la mitochondrie, des membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, Bax et Bak. La libération 
du cytochrome C dans le cytoplasme va permettre sa liaison à la protéine Apaf-1 (Apoptotic protease-
activating factor) provoquant ainsi son oligomérisation. La procaspase peut se fixer sur les oligomères 
d’Apaf-1, formant un complexe appelé apoptosome et activer de façon protéolytique d’autres caspases 
(Kaufmann and Hengartner, 2001). 
 Chez les plantes, en utilisant des oligopeptides de synthèse correspondant aux substrats de 
caspases et aux inhibiteurs de caspases, ont été mises en évidence des activités caspases (Bozhkov et al., 
2004). La recherche de caspase-like proteins (CLP) a conduit à l’identification de para- et méta-caspases 
qui ne contiennent pas le motif correspondant au site actif des caspases, mais présentent néanmoins de 
fortes homologies avec celles-ci. Les études réalisées sur l’unique métacaspase de type 1 de la levure, 
Yca1, suggèrent que les métacaspases pourraient être des candidates pour le rôle de protéases exécutrices 
de la mort cellulaire chez les plantes et les champignons (Madeo et al., 2002). 
Au-delà de ces métacaspases, les enzymes VPE (Vacuolar Procession Enzyme), protéases vacuolaires à 
cystéine, dont l’activation permet la maturation d’autres protéines constitueraient des éléments clé 
permettant de réguler les mécanismes de PCD. Par ailleurs, elles possèdent une homologie structurale 
importante avec les caspases animales (Hofius et al., 2007). Chez Arabidopsis, 4 formes de VPE ont été 
identifiées (VPE, VPE, VPE, VPE). De façon intéressante,  la forme VPE est induite en réponse à 
une inoculation avec différentes souches de Pst. Cette VPE montre une activité de type caspase in vitro, 
activité qui est détectée durant une interaction avec Pst. De plus, l’expression  de cette VPE se traduit par 
une augmentation des fuites d’ions durant l’infection à Pst, suggérant qu’elle doit exercer un rôle sur la 
mise en place de la HR. Enfin, la mutation du gène VPE induit une diminution de la résistance à Pst et à 
Botrytis cinerea. Ces résultats montrent donc que la VPE est impliquée dans la mise en place de la HR 
chez Arabidopsis (Rojo et al., 2004). 
Le gène BAX active la mort cellulaire chez les animaux en interagissant avec la membrane de la 
mitochondrie (Lam et al., 1999). L’induction d’une PCD, via la surexpression de BAX chez les plantes, 
Figure 34 : Modèle génétique proposé pour expliquer les différents type de mutants « lésions 
spontanées » (Lorrain, 2004).
L’activation des mécanismes de défense et de la HR est sous le contrôle d’activateurs (A1, A2) et de 
répresseurs (R1, R2). De plus la HR est régulée par un rétrocontrôle négatif (RC) qui participe à sa limitation.
A. Chez les mutants d’initiation, une mutation dans un répresseur ou dans un activateur induit l’activation des 
mécanismes de défense et de la HR, de même que la génération d’un signal qui active ces mécanismes dans 
les cellules voisines. Le RC limite l’activation de la HR, conduisant à des lésions de taille finie. Le mutant hlm1 
est un mutant d’initiation, l’auto-fluorescence des lésions permet de visualiser les zones nécrotique (Balagué et 
al., 2003).
B. Les mutants de propagation seraient affectés dans un élément du rétrocontrôle. Ainsi, une fois que la PCD 
est initiée, elle se propage de cellules à cellules, sans possibilité de contrôle. Le mutant vad1 appartient à cette 
classe, la mort cellulaire se propage à proximité des tissus vasculaires comme le montre l’auto-fluorescence 
observée dans cette zone (Lorrain et al., 2004).
Figure 33: Modèle de la suppression de la mort cellulaire par BI-1 (Bax-Inhibitor-1) (D’après Nagano et al., 
2009).
La mort cellulaire est généralement accompagnée d’une augmentation du Ca2+ cytosolique. La calmoduline, qui 
lie le calcium, interagit avec le domaine coiled-coil de BI-1 (Ihara-Ohori et al., 2007), menant à l’association entre 
BI-1 et le complexe contenant le cytochrome b5/FAH de la membrane du réticulum endoplasmique. Il s’en suit une 
augmentation de l’hydroxylation des sphingolipides dont il résulte différentes réactions possibles : (i) l’inactivation 
de la transduction du signal médiée par les céramides menant à la mort cellulaire, (ii) le renforcement des « rafts »
lipidiques. Cette série d’évènements causent la suppression de la mort cellulaire.
BI-1 : Bax-Inhibitor-1 ; CaM : Calmoduline ; Cb5 : cytochrome b5 ; FAH : Fatty Acid 2-hydroxylase; RE : Réticulum 
endoplasmique. 
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requiert également le domaine d’adressage à la mitochondrie de BAX (Lacomme and Santa Cruz, 1999). 
Le gène Bax-Inhibitor 1 (BI-1) est capable de supprimer la mort cellulaire induite par le gène BAX chez 
les animaux (Xu and Reed, 1998), mais également chez Arabidopsis (Huckelhoven et al., 2003). En effet, 
un homologue de ce gène a été identifié dans le génome d’Arabidopsis (AtBI-1) (Danon et al., 2000). 
AtBI-1 supprimerait la mort cellulaire en inactivant le signal de transduction de nature sphingolipidique. 
En effet AtBI-1 interagit avec AtFAH1, une sphingolipide hydroxylase via son interaction avec le 
cytochrome b5 (AtCb5). Ce complexe active alors l’hydroxylation des ceramides qui ne joueraient plus 
leur rôle de signal de mort cellulaire (cf Chapitre III ) (Figure 33). 
 
  Les mécanismes de la HR peuvent être régulés par des homologues de facteurs 
apoptotiques présents chez les animaux, mais très peu d’entre eux ont été identifiés sur la base 
de leur homologie avec les acteurs animaux. Il apparaît donc que les plantes ont développé des 
processus spécifiques, impliquant de multiples acteurs mais dont la nature, le rôle et les 
interactions sont encore peu connus en comparaison avec les systèmes animaux. 
 
5.3.2 Identification de régulateurs par approche génétique 
L’identification des gènes impliqués dans la HR peut également s’effectuer via l’identification de 
mutants dans lesquels la mort cellulaire est altérée : les LMM (Lorrain et al., 2003). Chez la majorité de 
ces mutants, les lésions nécrotiques observées ont une taille déterminée qui n’évolue pas au cours du 
développement de la plante. On parle de LMM d’initiation, tels acd5, lsd5, ssi2 (Greenberg, 2000; 
Kachroo et al., 2001; Lawton et al., 1995). L’interprétation de ce phénotype est que la mutation lèverait la 
répression sur un activateur de la mort cellulaire ou affecterait directement un répresseur (Figure 34A).  
Par ailleurs, il existe des mutants dits de propagation chez lesquels les lésions s’étendent 
progressivement à l’ensemble de la feuille voire de la plante. Les mutants acd11, lsd1, ou vad1 
appartiennent à cette catégorie (Aviv et al., 2002; Brodersen et al., 2002; Lorrain, 2004). Le phénotype de 
ces mutants suggère que la mort cellulaire est un phénomène autocatalytique qui requiert en temps normal 
des boucles de rétrocontrôle négatif pour limiter sa progression. C’est dans ces boucles que seraient 
affectés les LMM de propagation (Figure 34B). 
 A l’heure actuelle, 41 LMM ont été isolés chez Arabidopsis et ont permis de dévoiler diverses 
fonctions (Tableau 3). Parmi eux, seulement six mutants de propagation ont été identifiés : acd1, acd2, 
acd11, lsd1, dll1 et vad1 (Brodersen et al., 2002; Dietrich et al., 1994; Greenberg and Ausubel, 1993; 
Greenberg et al., 1994; Lorrain et al., 2004; Pilloff et al., 2002). Concernant la classe des mutants 
d’initiation, ces mutants présentent relativement peu de cellules mortes, les lésions étant petites voire 
microscopiques. Au delà de ce phénotype d’apparition de lésions, certains d’entre eux ont été identifiés 
sur la base d’une modification de la mise en place de la HR après une inoculation avec un agent 
pathogène (dnd1, dnd2) (Clough et al., 2000; Yu et al., 1998). De plus certaines mutations, dont il résulte 
une expression constitutive de marqueurs de défense, provoquent  également des lésions de type HR. 
C’est le cas pour les mutants cpr5, cpr20, cpr21,ou cpr22 (Bowling et al., 1997; Hilpert et al., 2001; Silva 
et al., 1999). Enfin, des mutations affectant la voie de signalisation SA provoquent également l’apparition 
de lésions de type HR, notamment chez les mutants ssi1, ssi2 et ssi4, isolés suite à la recherche de 
mutants suppresseurs de la mutation npr1 (Shah et al., 1999; Shah et al., 2001; Shirano et al., 2002). 
Chez la majorité des LMM, l’apparition des lésions s’accompagne de l’expression constitutive de 
marqueurs de défense, comme l’accumulation de composés phénoliques autofluorescents, le dépôt de 
Tableau 3 : Quelques mutants LMM identifiés chez Arabidopsis et la fonction des protéines 
correspondantes lorsqu’elle est connue.
Mutant Fonction de la protéine Références
Mutants d'initiation
acd5 Céramide kinase Liang et al., 2003
acd6 Inconnue Rate et al., 1999
agd2 Inconnue Rate et al., 2001
cad1 Inconnue Morita-Yamamuro et al., 2005
cpn1 Protéine  copine Jambunathan et al., 2001
cpr5 Protéine membranaire de type IIIa Boche et al., 1998
cpr22 Mutation résultant en la génération d'une protéine chimérique AtCNGC11/12 Yoshioka et al., 2001
dnd1 CNGC2 Clough et al., 2000
hlm1 CNGC4 Balagué et al., 2003
hlr1 Inconnue Devadas et al., 2002
len1 Caperonine chloroplastique 60 Ishikawa et al., 2003
lsd2, lsd3, lsd4, lsd5 Inconnue Dietrich et al., 1994; Hunt et al., 1997
ssi1 Inconnue Nandi et al., 2003
ssi2 Steroyl-ACP desaturase Kachroo et al., 2001
ssi4 Protéine TIR-NBS-LRR Shirano et al., 2002
Mutants de propagation 
acd1 Pheophorbide a oxygenase Pruzinska et al., 2003
acd2 Red chlorophyll catabolite reductase Mach et al., 2001
acd11 Protéine de transfert des lipides Brodersen et al., 2002
dll1 Inconnue Pilloff et al., 2002
lsd1 Protéine de type Zinc-finger Dietrich et al., 1997
vad1 Inconnue Lorrain et al., 2004
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callose, la production de ROS (Jabs et al., 1996; Torres et al., 2002a), l’expression de gènes marqueurs de 
défense ou encore la production d’hormones telles que SA, JA et ET (Bouchez et al., 2007; Greenberg, 
2000; Lorrain et al., 2004; Pilloff et al., 2002). Cette accumulation de marqueurs de défense se traduit le 
plus souvent par une augmentation de la résistance. 
 
  Les LMM se sont révélés de bons outils pour déchiffrer les mécanismes 
permettant l’exécution et la régulation de la HR, et ont permis de manière indirecte de 
décortiquer en partie certaines voies de signalisation régulant la réponse des plantes aux agents 
pathogènes. La poursuite de l’étude de ces mutants, pour lesquels la fonction est encore 
inconnue, permettra de déterminer le rôle des gènes correspondants et de leur fonction sur 
l’activation, l’exécution et le contrôle des mécanismes régissant la HR. 
 
5.3.3 Identification de régulateurs par approche moléculaire 
Au delà de l’analyse des mutants LMM, des techniques de criblages différentiels ou de banques 
soustractives peuvent aussi se révéler fructueuses. Ce type de techniques a permis l'identification des 
gènes ELI3, AIG1 et AIG2 induits chez Arabidopsis en réponse à des souches avirulentes de 
Pseudomonas (Kiedrowski et al., 1992; Reuber and Ausubel, 1996), ou encore du gène HIN1 induit chez 
des plantes de Tabac traitées par la harpine (Gopalan et al., 1996).  
 De même le gène HSR203J (hypersensitivity related), identifié chez le Tabac par criblage 
différentiel, est activé spécifiquement durant la HR, plusieurs heures avant l’apparition des premières 
lésions (Pontier et al., 1994). Ce gène est activé uniquement dans les cellules inoculées par un agent 
pathogène avirulent et code une sérine hydrolase à activité estérase (Baudouin et al., 1997). L’expression 
en orientation antisens d’HSR203J, chez le Tabac, conduit à une accélération de la HR et à une 
augmentation de la résistance aux agents pathogènes (Tronchet et al., 2001). Cela suggère un rôle dans 
l’établissement de la mort cellulaire. 
Cette même stratégie a été utilisée dans le but de rechercher des gènes impliqués très 
précocement dans la mise en place de la HR chez Arabidopsis en réponse à la souche avirulente 147 de 
Xcc. Le criblage différentiel d’ADNc obtenus à partir de suspensions cellulaires traitées par le 
cycloheximide (un inhibiteur de la synthèse protéique) a permis d’isoler les gènes Athsr (Arabidopsis 
thaliana hypersensitivity related) (Daniel et al., 1999). Ces gènes se répartissent en 7 familles et codent 
des protéines de canaux anioniques voltage-dépendant, des oxydases alternatives, des protéines régulant 
l’expression génique, des facteurs de transcription ou des protéines encore inconnues. Parmi ceux-ci 
Figurent le gène Athsr1 qui code pour le facteur de transcription AtMYB30 sur lequel porte ce travail et 
dont il sera question plus loin. 
 
La HR est une forme de mort cellulaire originale chez les plantes et 
programmée génétiquement. La recherche d’acteurs de la mise en place de ce programme est 
une bonne stratégie pour comprendre les mécanismes de l’exécution de la HR. Des approches 
par analogie ont révélé quelques pistes quant aux exécutants des PCD végétales, mais sont 
restées limitées. Ce sont surtout des approches sans a priori qui ont offert de bonnes 
opportunités de découvrir des régulateurs de la mort cellulaire, notamment par la 
caractérisation des mutants LMM. 
Tableau 4 : Les familles de protéines PR (D’après van Loon et al., 2006).
Famille Exemple type Propriétés
PR-1 PR-1a (Tabac) Antifongique
PR-2 PR-2 (Tabac) b-1,3- chitinase
PR-3 P,Q (Tabac) Chitianse de type I, II, III, IV, V, VI, VII
PR-4 R (Tabac) Chitianse de type I, II
PR-5 S (Tabac) "Thaumatine-like"
PR-6 Inhibiteur I (Tomate) Inhibiteur de protéase
PR-7 P69 (Tomate) Endoprotéinase
PR-8 Chitinase (Concombre) Chitinase de type III
PR-9 Lignin-Forming Peroxydase (Tabac) Péroxydase
PR-10 PR1 (Persil) Ribonucléase-like
PR-11 Chitinase de classe V (Tabac) Chitinase de type I
PR-12 Rs-AFP3 (Radis) Défensine
PR-13 Thionine 1-2 (Arabidopsis) Thionine
PR-14 LTP4 (Orge) Protéine de transfert de lipides
PR-15 OxOa (Orge) Oxalate oxydase
PR-16 OxOLP (Orge Oxalate oxydase like
PR-17 PRp27 (Tabac) inconne
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6. Les conséquences de l’exécution de la HR 
 L’activation de la HR induit des modifications physiologiques au sein des cellules infectées mais 
aussi dans l’ensemble de la plante. Elle induit notamment l’expression de gènes de défense (§5-1) et 
l’activation d’une résistance systémique acquise (SAR) permettant de répondre rapidement à une nouvelle 
agression par des agents phytopathogènes (§5-2). 
 
6.1 Activation de l’expression des gènes de défense 
Les premières protéines qualifiées de protéines de défense sont les PR (Pathogenesis Related). Il 
s’agissait à l’origine d’un groupe de protéines induites chez le Tabac en réponse au TMV. On considère 
désormais comme protéines de défense toute protéine induite au cours d’une interaction plante- agent 
pathogène ou par un éliciteur de réactions de défense (Van Loon and Pennings, 1993). On entend par 
« gènes marqueurs de défense » les gènes codant pour ces protéines. Ces gènes de défense sont induits au 
cours de la mise en place de la résistance et de la HR et sont utilisés comme outils permettant de 
caractériser et/ou quantifier la mise en place des défenses. 
Les protéines de défense peuvent servir soit à freiner le développement de l’agent pathogène soit 
à la génération de composés qui serviront d’éliciteurs à la plante (Kombrink and Somssich, 1997). 
Plusieurs familles de protéines peuvent être considérées : 
- Des enzymes du métabolisme secondaire (phénylpropanoïdes, lignines) 
- Des phytoalexines et des protéines aux propriétés antifongiques (thionine, HMGR, … ) 
- Des enzymes de détoxication (peroxidase, catalase…) 
- Des enzymes hydrolytiques (chitinases, glucanases, lectines,…) 
- Des enzymes du métabolisme et du transport des lipides (LTP, lipoxygénases,…) 
- Des protéines de régulation (CaM, PRHA, WRKY,…) 
- Les protéines PR classées en 17 familles selon leurs propriétés biochimiques et biologiques (van 
Loon et al., 2006) (Tableau 4)  
Les plantes sont donc capables d’induire un arsenal de défense regroupant des enzymes ayant des 
activités diverses visant à limiter la propagation de l’agent pathogène, mais leur implication et leur rôle 
dans des interactions spécifiques restent encore flous. Cependant, de façon intéressante, ces protéines 
peuvent être induites de façon spécifique par l’une des voies de signalisation hormonale : ainsi les gènes 
PR-1, PR-2 et PR-5 par exemple sont induits par le SA, les gènes COR1, VSP, LOX3 et Thio1 par le JA, 
le gène PR-4 par la voie de l’ET. Certains gènes sont activés par JA et ET, c’est l’exemple de PDF1-2.  
 
6.2 Mise en place de la SAR 
 La perception d’un agent microbien permet aux plantes de se prémunir contre des agressions 
ultérieures. Ainsi, des agents non pathogènes peuvent être perçus par la plante et permettre à celle-ci 
d’activer un mécanisme de protection contre des agents pathogènes. Il s’agit de l’ISR (Induced Systemic 
Resistance) (van Loon et al., 2006). Dans le cas d’organismes pathogènes capables de déclencher la HR, 
celle-ci est le plus souvent accompagnée de la mise en place d’une résistance dans l’ensemble de la plante 
qui permet à la plante de se protéger face à de nouvelles agressions par des agents pathogènes avirulents 
ou virulents : ce mécanisme est appelé SAR (Systemic Acquired Resistance). Une fois initiée, la SAR 
confère à la plante une protection durable et à large spectre d’hôtes. 
ACTIVATION SYSTEMIQUE DES 
MECANISMES DE DEFENSE
SAR
HR
µHR
Emission de signaux 
pour les cellules 
voisines
DEFENSE LOCALE
HR
Signal 
SAR
Figure 35 : La résistance systémique acquise ou SAR.
L'activation de PCD au niveau d'une feuille induit la génération d'un signal systémique qui se propage 
à l'ensemble de la plante. Ce signal pourrait participer à la génération de micro-"bursts" oxydatifs et 
de micro-HR au niveau des cellules péri-vasculaires. Ces cellules pourraient alors amplifier des 
signaux qui participeraient à l'activation des mécanismes de défense au niveau systémique.
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La SAR nécessite la génération au niveau local d’un signal inductible, de son transport à longue 
distance et de sa perception (Figure 35). SA a constitué un bon candidat en tant que signal de la SAR du 
fait que sa production est détectée dans les feuilles non infectées et accompagnées de l’expression de 
protéines PR (Ryals et al., 1996). Cependant, cette molécule n’est pas le signal qui est transmis à 
l’ensemble de la plante. En effet, des expériences de greffe réalisées avec des plantes dépourvues de SA 
ont montré que la SAR pouvait toujours être induite (Vernooij et al., 1994). Récemment il a été montré 
que le méthyl salicylate, qui est produit au cours d’une interaction par un agent pathogène, agit comme un 
inducteur mobile de la SAR chez le Tabac (Park et al., 2007). 
La protéine NPR1 est un régulateur central de la signalisation associée à la SAR. En effet, 
l’accumulation de SA induit des changements du potentiel redox de la cellule qui se traduit par une 
diminution de la quantité de protéine NPR1 dans le cytosol, due à sa translocation dans le noyau (Mou et 
al., 2003). Ainsi, des facteurs de transcription se lient sur des promoteurs de gènes PR possédant des 
éléments de réponse à SA, et participent à la reprogrammation génétique aboutissant à l’activation de la 
SAR. Une voie indépendante de NPR1 mais dépendante de SA a aussi été identifiée. Le facteur de 
transcription AtWHY1 (pour whirly) s’est révélé important dans la mise en place de la SAR (Desveaux et 
al., 2004). Il existe cependant une complémentarité entre NPR1 et AtWHY1 car la mise en place d’une 
défense optimale nécessite la présence de ces 2 protéines. 
 L’un des défis actuels concernant la mise en place de la SAR demeure l’identification du (des) 
signal (aux) permettant le dialogue entre les organes infectés et le reste de la plante.  Les données 
acquises ces dernières années semblent indiquer que ce signal serait de nature lipidique.  En effet, le 
mutant dir1 présente une résistance normale à Pst DC3000 au niveau de la feuille inoculée mais pas de 
SAR (pas d’expression des gènes PR dans les feuilles distales, pas de résistance accrue lors d’une 2ème 
inoculation) (Maldonado et al., 2002). Le clonage de DIR1 a montré qu’il codait pour une LTP (Lipid 
Transfert Protein), responsable du transfert des phospholipides à travers la membrane plasmique. Des 
protéines de fusion possédant une activité GUS indiquent que DIR1 se trouve dans les tissus vasculaires 
dans une plante saine et qu’il passe dans les fluides de l’apoplaste après inoculation. La protéine DIR1 
pourrait donc être un signal ou une chaperonne d’un signal lipidique responsable de l’induction de la 
SAR. 
 Par ailleurs, la signalisation JA a été impliquée récemment dans la transmission de l’information à 
longue distance menant à la SAR chez Arabidopsis (Truman et al., 2007). Le JA, mais pas le SA 
s’accumule en effet rapidement dans le phloème des feuilles en présence d’une souche avirulente de Pst 
(DC3000 AvrRpm1), et que les feuilles non infectées présentent une induction rapide des gènes associés à 
la synthèse de JA ainsi qu’une induction transitoire de la synthèse de JA. De plus, les mutants sgt1b, opr3 
et jin1, affectés respectivement dans la perception, la biosynthèse et la signalisation de JA, présentent une 
atténuation de la SAR qui est à nouveau activée après application de JA sur les feuilles (Truman et al., 
2007). Cependant, le signal mobile de la SAR n’est pas le JA lui-même mais plutôt les jasmonates 
(Chaturvedi et al., 2008). 
Signal SAR, acide jasmonique, lipases EDS1 et PAD4, rôle de la dynamique 
membranaire dans la reconnaissance des agents pathogènes et dans la signalisation associée à la 
résistance : de nombreux mécanismes de défense font appel aux lipides.  Bon nombre de découvertes 
récentes ont encore élargi le champ des fonctions allouées aux lipides. En témoigne l’intérêt qui leur 
est accordé depuis peu. Le chapitre suivant décrit brièvement les différents types de composés 
lipidiques qui existent chez Arabidopsis et met l’accent sur l’implication de ces molécules dans les 
réactions de défense. 
Figure 36 : Classification des lipides.
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Chapitre III : Les lipides et la défense chez 
les plantes 
 
Les lipides sont des composés essentiels des membranes et sont source d’énergie pour le 
métabolisme cellulaire. Les lipides végétaux se caractérisent par une grande diversité dans leur nature 
chimique. L’équilibre entre les différentes espèces de lipides dans la cellule végétale est donc régi par un 
grand nombre de transformations enzymatiques. Le chloroplaste et le réticulum endoplasmique sont les 2 
sites où se réalise la biosynthèse des lipides. Enfin, il apparaît à la vue de la bibliographie récente que les 
lipides prennent une place grandissante dans la défense des plantes vis-à-vis de leur bioagresseurs. Nous 
ferons le point sur la connaissance concernant la nature de ces molécules (§1) et les transformations 
enzymatiques qu’elles peuvent subir (§ 2) et nous verrons quel rôle dans la défense peuvent jouer ces 
molécules et les enzymes qui leur sont associées (§ 3). 
 
1. Les lipides chez les végétaux 
 Les lipides sont des composés chimiquement hétérogènes regroupés en raison d’une propriété 
physique commune : la solubilité. Ils ont peu ou pas d’affinité avec l’eau mais une affinité élevée dans les 
solvants organiques non polaires (méthanol, chloroforme, cyclohexane, éther éthylique, acétone…). Le 
comportement hydrophobe des lipides repose sur leur structure moléculaire. Malgré la présence de 
quelques liaisons polaires associées à l’oxygène, les lipides sont en majeure partie constitués de liaisons 
non polaires carbone-oxygène. On peut définir trois grandes familles de lipides (Figure  36):  
- les acides gras simples ou homo-lipides 
- les lipides complexes ou hétéro-lipides tels que les phosphoglycérolipides et les sphingolipides 
- les lipoïdes 
Outre leur rôle structural dans la formation de la matrice des membranes ou de couches protectrices 
associées aux parois cellulaires, les molécules de lipides sont typiquement utilisées pour le stockage de 
l’énergie. Par ailleurs, les lipides sont des molécules biologiquement actives pouvant être impliquées 
comme messagers secondaires dans la transduction des signaux. 
 
1.1 Les homo-lipides 
  L’acide gras (AG), composé uniquement d’atomes de carbone (C), d’hydrogène (H) et oxygène 
(O), possède une chaîne carbonée plus ou moins longue de 16 à 36 atomes de carbone. A l’extrémité de 
l’acide gras se trouve une « tête » constituée d’un groupement carboxyle, nommé acide et attaché à une 
« queue » hydrophobe composée de carbone et d’hydrogène. La longueur de cette chaîne hydrocarbonée 
ainsi que le nombre d’insaturations (doubles liaisons) varient selon les acides gras. Les AG les plus 
abondants chez les plantes sont l’acide palmitique (C16 :0), AG saturé, et l’acide  linoléique (C18 :3), AG 
insaturé.  
Figure 37: Représentation simplifiée des voies de biosynthèse des acides gras et leurs composantes 
majeures.
Les 3 voies principales de ce métabolisme sont représentées : la voie conduisant à la synthèse d’acides gras 
poly-insaturés (PUFA) (représentée en violet), la voie conduisant à la synthèse des oxylipines (représentée en 
bleu) et la voie de biosynthèse des acides gras à très longue chaîne (VLCFA) (représentée en rouge). 
Certaines composantes principales des différentes voies sont indiquées en blanc.
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Un acide gras peut se lier à une molécule de glycérol par une liaison ester, formée par réaction de 
condensation entre un groupement hydroxyle et un groupement carboxyle. Lorsque le glycérol est 
estérifié par trois acides gras, on parle alors de triacylglycérol ou triglycérides. 
 
1.2 Les hétéro-lipides 
Les hétéro-lipides ou lipides complexes (glycérolipides, sphingolipides, céramides, cholestérol) 
sont des esters d'alcool et d'AG dont la propriété essentielle est l'insolubilité dans l'eau. Mais la solubilité 
est possible dans les solvants organiques tels que l'acétone, l'alcool, le chloroforme, l'éther. 
Les phospholipides sont des petites molécules qui ressemblent beaucoup aux triglycérides par leur 
constitution en AG et glycérol. Toutefois, dans les phospholipides, le glycérol est lié à 2 plutôt qu’à 3 
chaînes d’AG. Le troisième carbone du glycérol est couplé à un groupement phosphate chargé 
négativement, qui a son tour est couplé à un autre composé hydrophile (alcool). Les phospholipides sont 
les constituants majeurs des cellules s’associant en bicouche lipidique. 
Les glycolipides sont formés d’un glycérol-3-phosphate estérifié par 2 AG et lié à un ose. On parle de 
galactolipides, quand l’ose est un galactose. 
Enfin, une dernière espèce de lipides complexes est la famille des sphingolipides. L’unité structurale de 
base des sphingolipides est la sphinganine, molécule composée d’une chaîne de 18 carbones, 2 fonctions 
alcool et une fonction amine primaire. Les dérivés de cette molécule sont appelés bases sphingoïdes ou 
Long Chain Base (LCB). Alors que chez les animaux et la levure, il existe une LCB majoritaire 
(respectivement la sphingosine et la phytosphinganine), les sphingolipides des plantes présentent 8 LCB 
différentes. A ces LCB, se fixe un acide gras sur le groupe amine pour former des céramides. Ces AG 
peuvent posséder de 14 à 26 C et être saturés ou non. Une plus grande proportion de C24 a été notée. 
Enfin, le groupement hydroxyl primaire du céramide peut être glycosylé pour former des 
glucosylcéramides appelés cérébrosides ou phytoglycolipides (encore appelés 
inositolphosphorylcéramide, IPC ou GIPC) selon la nature du résidu glycosyl. Cette grande variabilité 
structurale fait que plusieurs centaines de sphingolipides différents sont connus. Les glycosylcéramides 
représentent moins de 5% des lipides totaux chez les plantes, mais sont concentrés dans le tonoplaste et la 
couche apoplastique des membranes plasmiques. Ils sont généralement considérés comme les 
sphingolipides dominants chez les plantes. La faible abondance de ces composés ne signifie pas forcément 
un rôle mineur, notamment dans la signalisation. 
 
1.3 Les lipoïdes 
Les composés à caractère lipidique ou lipoïdes sont des composés dépourvus d’AG, mais qui sont 
apparentés aux lipides par leurs propriétés physiques. Ils peuvent dériver de l’AG poly-insaturé 
arachidonique (isoprostanes) ou de l’isoprène (terpènes). 
Les terpènes les plus importants chez les plantes sont les caroténoïdes, pigments impliqués dans la 
réponse à la lumière et les gibbérellines, hormones diterpénoïdes qui interviennent dans la régulation de la 
floraison et la réponse à des stress abiotiques (froid, hydrique, salin). Certains terpènes sont également des 
composés volatils émis par la plante en réponse à l’attaque par un insecte phytophage et qui attirent les 
ennemis naturels de ces insectes (Ferry et al., 2004).  
Figure 38 : Vue générale des voies de biosynthèse des lipides chez les plantes (D’après Mekhedov et al., 2000). 
Ce schéma met en évidence la synthèse des acides gras dans le chloroplaste. Ceux-ci sont ensuite modifiés et 
incorporés dans des galactolipides ou des phospholipides dans le chloroplaste ou le réticulum endoplasmique. Hors du 
chloroplaste, les acides gras peuvent également être allongés et former des composés à très longue chaîne et des 
composés cuticulaires. Des mutants altérés dans le métabolisme des lipides sont mentionnés en rouge; les enzymes et 
complexes enzymatiques en rose. 
X:Y, résidu acyl gras à X carbones et Y doubles liaisons; G3P : Glycerol-3-phosphate; LPA : 1 acyl-glycerol-3-phosphate; PA : acide 
phosphatidique; DAG : diacylglycerol; MGDG : monogalactosyldiacylglycerol; DGDG : digalactosyldiacylglycerol; PC : 
phosphatidylcholine ; PI : phosphatidylinositol ; PE : phosphatidylethanolamine.
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Les stéroïdes sont des lipides caractérisés par un squelette carboné formé de quatre cycles accolés. Le 
cholestérol est le précurseur des brassinostéroïdes, hormones impliquées dans la croissance, le 
développement et la défense. 
 
2. Les voies de biosynthèse des lipides 
 La biosynthèse des lipides se déroule dans un premier temps dans le chloroplaste et permet la 
synthèse des AG, constituants indispensables à tous les lipides. Nous rapporterons ensuite, les principales 
voies métaboliques utilisant ces AG (Figure 37). La première voie mène à la synthèse d’AG poly-
insaturés (PUFA) qui pourront être incorporés dans les phospholipides au niveau de réticulum 
endoplasmique (RE) (§2.2). La deuxième voie se déroule également dans le chloroplaste et mène à la 
synthèse d’oxylipines et jasmonates, molécules signal qui jouent un rôle essentiel dans la résistance 
(§3.4). La troisième voie conduit à l’élongation des AG, nommés AG à très longues chaînes (VLCFA) 
(§2.3). Enfin nous nous intéresserons au devenir des VLCFA selon 2 voies : celle des cires (§2.4) et celle 
des sphingolipides (§2.5). 
 
2.1 Le chloroplaste : synthèse des acides gras et des esters d’acides gras 
Les acides gras, composants indispensables de tous les lipides, sont synthétisés dans les 
chloroplastes grâce au complexe protéique appelé Fatty Acid Synthetase (FAS) (Figure 38). L’élongation 
de la chaîne carbonée nécessite la synthèse de malonyl-coenzyme A et pour ceci, l’import de métabolites 
depuis le cytosol et leur métabolisation. Il s’agit essentiellement du glucose 6-phosphate, des acides 
malique, phospho-énol-pyruvique (PEP) et pyruvique. Le cycle d’élongation par le complexe FAS 
nécessite 4 réactions enzymatiques successives : la condensation du malonyl-coA avec une Acyl Carrier 
Protein (ACP) par une -keto acyl-ACP synthetase (KAS), puis sa réduction par une -ketoacyl-ACP 
reductase, puis sa déshydratation en -hydoxyacyl-ACP et enfin sa réduction en enoyl-ACP par une 
enoyl-ACP reductase.  
A partir de la formation de l’acide palmitique (C16:0), 8 autres espèces d’AG sont formées: la 
chaîne carbonée peut être allongée par adjonction d’un malonyl-coA pour donner de l’acide stéarique 
(C18:0), et ces deux acides gras saturés peuvent subir de 1 à 3 désaturations. Ils peuvent rester dans le 
chloroplaste pour être incorporés aux lipides membranaires (c’est la voie procaryotique). L’étude de 
mutants altérés dans leur composition en AG a permis d’obtenir une vision assez complète des acteurs et 
des mécanismes de ces transformations (Figure 38). Le mutant fab1 (fatty acid biosynthesis 1), affecté 
dans une -keto acyl-ACP synthetase (KASII), présente des taux réduits d’AG à 18C (Lightner et al., 
1994). Les mutants fab2 (Lightner et al., 1994) et ssi2 (suppressor of salicylate insensitivity of npr1-5, 
(Kachroo et al., 2001) n’ont plus d’activité Stéroyl-ACP désaturase et possèdent des taux d’AG insaturés 
faibles. Le mutant act1 (acyltransferase 1, (Zhuang et al., 1996) est altéré dans une glycerol-3-phosphate 
acyltransferase et synthétise peu de C16:3. Enfin les mutants fad4, fad5, fad6, fad7 et fad8 (fatty acid 
desaturase) sont affectés dans des désaturases et présentent des taux d’AG insaturés réduits. Ces 
différentes espèces d’AG peuvent estérifier le glycerol-3-phosphate  pour former des phospholipides et 
des glycolipides (Figure 38). Ceux-ci sont les constituants majoritaires des membranes de la cellule. Sous 
l’effet de stimuli variés, ces lipides membranaires peuvent être mobilisés pour être dérivés en 
Figure 39 : Substrats lipidiques et messagers produits par différentes enzymes hydrolysant les 
phospholipides et/ou les galactolipides et leurs effets cellulaires et physiologiques (D’après Wang, 2004).
Encadré: les sites d’hydrolyse des phospholipides par les PLD, PLC, PLA2, PLA1 et acyl-hydrolases. Les substrats 
lipidiques peuvent être localisés dans la membrane plasmique ou d’autres membranes, selon la nature de l’enzyme 
spécifique et sa localisation intracellulaire. 
DAGK : DAG kinase; AG : acide gras; GL : galactolipide; MAPK : Mitogen-activated protein kinase; PL : phospholipid; ROS : 
Reactive oxygen species.
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hydroperoxydes puis oxylipines, ou en hydroxydes puis en cutine, ou bien encore sortir du chloroplaste et 
libérer des phospholipides qui participent à la signalisation cellulaire.  
Les AG néo-synthétisés peuvent également être transportés hors du chloroplaste et rejoindre le 
réticulum endoplasmique (c’est la voie eucaryotique) (Figure 38). Tous les AG libres dans le chloroplaste 
sont associés à une Acyl Carrier Protein (ACP) par une liaison thioester (Ohlrogge and Jaworski, 1997), 
qui sert de co-facteur pour les réactions de condensation, de réduction et d’hydratation de la synthèse des 
acides gras et permet le transport des chaînes carbonées. Dans le cytoplasme et le RE, c’est le coenzyme 
A (CoA) qui sert de co-facteur et de transporteur. La sortie du chloroplaste s’accompagne donc d’un 
échange entre ACP et CoA réalisé par une acyl-ACP thioesterase. Deux sont connues chez Arabidopsis, 
FATA (Fatty Acid Thioesterase A) et FATB, capables de réaliser l’export de C16:0 et de C18:1 
respectivement. FATB a été caractérisée plus en détail à travers l’étude d’un mutant fatb-ko qui présente 
un taux d’AG saturés dans les glycérolipides près de 2 fois plus faible que la normale ce qui altère 
considérablement sa croissance (Bonaventure, 2003). Les mécanismes détaillés du passage des acides gras 
vers le RE restent cependant mal connus. Dans le réticulum, les acides gras peuvent emprunter 2 voies : 
ils peuvent estérifier le glycerol-3-phosphate et donner des phospholipides (§ 2.2), ou bien subir une 
élongation et participer à la synthèse de VLCFA (§ 2.3). 
 
2.2 Les phospholipides synthétisés dans le RE 
Les acyl-CoA nouvellement synthétisés dans le chloroplaste vont estérifier le glycerol-3-
phosphate sous l’action d’une glycérol-phosphate acyl-transférase pour donner le 1-acyl-glycerol-3-
phosphate (LPA, avec 1 résidu acyl) puis l’acide phosphatidique (PA, avec 2 résidus acyl). Les 
phospholipides sont des dérivés du PA (Figure 39). Au groupement phosphate de celui-ci vient s’ajouter 
l’un des 5 groupements de tête suivant : le G3P, pour former du phosphatidylglycerol PG ; ou l’inositol 
(Ins) pour former le phosphatidylinositol (PI) ; ou la sérine pour former la phosphatidylsérine (PS) ; la 
choline ; ou enfin l’éthanolamine pour former la phosphatidyléthanolamine (PE). Le PI peut aussi être 
phosphorylé sur 3 de ses 5 groupements hydroxy par diverses kinases pour former 7 types de 
phosphoinositides tels que le phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) par exemple. A l’exception du 
PG dont la synthèse se réalise essentiellement dans le chloroplaste, les autres phospholipides sont élaborés 
dans le RE. Ils sont alors incorporés aux membranes où ils ont un rôle structural et peuvent servir de co-
facteurs pour de nombreux enzymes. Il existe également des phospholipides libres (les lyso-
phospholipides), dissociés des membranes par le biais de lipases en réponse à de nombreux stimuli de 
l’environnement. 
Trois familles d’enzymes interviennent dans le catabolisme des phospholipides : des lipases qui 
clivent les phospholipides membranaires, puis des kinases et des phosphatases qui convertissent les 
différents phosphoinositides entre eux. La distinction majeure entre les différentes phospholipases 
concerne leur site de clivage des phospholipides (Figure 39) : les phospholipases A et les acyl-hydrolases 
libèrent un lyso-phospholipide et un AG libre, les phospholipases C libèrent un DAG et un groupement de 
tête phosphorylé, et les phospholipases D libèrent un PA. Chaque lipase peut posséder en plus une 
spécificité de substrat, de localisation cellulaire, de mode d’activation. Les produits de ces enzymes 
interviennent dans un très grand nombre de processus cellulaires, liés au développement ou à la réponse 
aux stress, et parmi eux, les stress biotiques. 
 
Tableau 5 : Les principales classes de composés aliphatiques des cires épicuticulaires et leur 
répartition dans les feuilles et tiges chez l’écotype Ws d’Arabidopsis (Kunst et al., 2003)
µg.dm-2 % µg.dm-2 %
Alcanes C21-C35 C29, C31, C27 90,3 56,0% 721 44,5%
Alcools 
secondaires C21-C35 C29, C31, C27 0,4 0,3% 181 11,2%
Kétones C21-C35 C29 1,2 0,8% 411 25,4%
Alcools gras C22-C34 C28, C30, C26 37 24,0% 104 6,4%
Acides gras C16-34 C30, C28 4 2,6% 33,3 2,0%
Aldéhydes C21-C35 C30, C28 2,4 1,5% 45 2,8%
Esters C32-C64 0,2 0,1% 47,6 2,9%
Composés Taille de la chaîne carbonnée
Chaîne carbonnée 
dominante
Feuilles Tiges 
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2.3 Le complexe enzymatique « élongase microsomale » à l’origine des 
acides gras à très longue chaîne (VLCFA) 
 L‘élongation des AG C16 et C18 en VLCFA (C20 à C36) se déroule dans le réticulum 
endoplasmique. Le complexe élongase constitué de 4 enzymes réalise cette étape : une -ketoacyl-CoA 
synthase (KCS), une -ketoacyl-CoA reductase (KCR), une enoyl-CoA reductase (ECR) et une -
hydroxy-CoA-dehydratase (HCD) (Figure 1-revue Raffaele et al., 2009, rapportée plus loin).  
L’identification de gènes codants pour des enzymes du complexe élongase a été réalisée pour la plupart 
par des analyses de mutants. FAE1 (fatty acid elongase 1) a été le premier enzyme identifié par isolement 
du mutant fae1 altéré dans l’accumulation de VLCFA dans la graine (James, 1995). De nombreux autres 
KCS ont été identifiés à travers l’analyse de mutants affectés dans la synthèse de cires ou de la cuticule. 
Ils appartiennent à une famille multigénique comptant 21 membres chez Arabidopsis thaliana (Joubes, 
2008) suggérant qu’elles sont responsables de la spécificité de la réaction d’élongation (longueur de 
chaîne, expression tissu spécifique..). 
A l’inverse des KCS, les trois autres enzymes du complexe semblent être communs à toutes les 
réactions de biosynthèse des VLCFA (Millar and Kunst, 1997). Un seul gène ECR a été identifié et 
caractérisé chez Arabidopsis, il s’agit du gène affecté dans le mutant cer10 isolé par Koornneef et al. 
(Koornneef et al., 1989). L’analyse biochimique de ce mutant a montré que le produit du gène ECR est 
impliqué dans l‘élongation des VLCFA, requis pour la synthèse des cires épicuticulaires, des triglycérides 
des graines et des sphingolipides (Zheng et al., 2005). De façon similaire, PASTICCINO2 code pour un 
gène unique HCD chez Arabidopsis (Bach, 2008). L’absence partielle de la fonction de PAS2 dans le 
mutant pas2 est associée à une réduction générale du taux de VLCFA contenu dans les triglycérides des 
graines et les sphingolipides complexes, ainsi qu’une réduction du niveau des cires. De plus, une perte 
complète de la fonction de PAS2 est létale pour l’embryon. Enfin 2 gènes codant pour des KCR ont été 
identifiés chez le Maïs, GL8a et GL8b, et sont requis pour l’accumulation des cires au niveau des 
plantules (Dietrich et al., 2005; Xu et al., 2002b). Cependant, ces gènes ne sont pas exprimés 
exclusivement au niveau des cellules de l’épiderme mais également dans toute la plante, suggérant un 
autre rôle de KCR, notamment dans la production de sphingolipides, puisque le double mutant gl8axgl8b 
est létal. Deux orthologues ont été identifiés chez Arabidopsis, montrant ainsi le rôle de KCR dans 
l’accumulation de cires, dans la composition en VLCFA des sphingolipides et des triglycérides dans les 
graines (Beaudoin et al., 2009). 
 
2.4 La synthèse des cires et composés épicuticulaires 
La cuticule est formée en partie de cutine et de cires qui recouvre l’épiderme des parties aériennes 
des plantes. Ces 2 composés ont des voies de synthèse différentes. 
La cutine est un biopolyester composé principalement d’hydroxydes et époxy-hydroxydes 
d’acides gras de 16 et 18 C estérifiés entre eux. La cutine est synthétisée dans le RE à partir de C16:0-
CoA et C18:1-CoA qui sont hydroxylés par des cytochromes P450 mono-oxygénases tels CYP86A1 
(Benveniste et al., 1998), LCR (CYP86A8) (Wellesen et al., 2001) ou ATT1 (CYP86A2) (Xiao et al., 
2004). L’acyl-CoA synthetase LACS2 (Schnurr et al., 2004)interviendrait pour transférer un coenzyme A 
sur les C16:0 exportés du chloroplaste ou dans le passage de la membrane plasmique par les monomères 
de cutine.  
Figure 40 : Représentation schématique de la voie de biosynthèse des sphingolipides et place des 
mutants connus pour affecter ce métabolisme chez Arabidopsis thaliana.
Les LCB (Long Chain Base) sont synthétisées à partir des AG C16-CoA et C18-CoA et de la sérine par une 
sérine palmitoyltransférase (SPT). Ces LCB peuvent être hydroxylées de deux à trois fois par les « sphingoïd
base hydroxylases » (SBH). Les céramide synthases permettent la synthèse de céramide à partir des LCB et à
partir soit des AG C16 et C18, soit des VLCFA. Le groupement hydroxyl primaire du céramide peut être 
glycosylé pour former les sphingolipides complexes à l’aide d’une IPC synthase (IPCS). Enfin les céramides ou 
les LCB peuvent être phosphorylés à l’aide de LCB ou céramide kinases. Ces formes sont notamment 
importantes dans le contrôle de la mort cellulaire. Enfin, les LCB phosphorylées peuvent être dégradées de 
façon irréversible par une LCB-P lyase. En rose : les enzymes du métabolisme; en rouge : les mutants connus 
chez Arabidopsis affectant ce métabolisme.
LCB : long chain bases ; VLCFA : acide gras à très longue chaine ; SBH : sphingoïd base hydroxylase ; SPT : Sérine 
Palmitoyltransférase ; IPCS : inositolphosphorylceramide synthase ; CerK : ceramide kinase ; fbr11 : fumonisin B1 resistant ;  
acd5: accelerated cell death 5
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A l’inverse, les cires sont des composés dérivés d’AG à très longue chaîne de 21 à 64 carbones 
pour les plus longues, et de nature variée (tableau 5). Deux grandes voies de biosynthèse mènent à la 
synthèse des cires (Figure 1-revue Raffaele et al., 2009, rapportée plus loin) : 
- la voie de « l’acyl-réduction » permet la synthèse d’alcools primaires et d’esters de cire par les 
fatty acyl-CoA réductases (FAR) (Rowland, 2006) et les « wax-synthases » respectivement (WS). 
- La voie de « décarbonylation » permet la réduction des VLCFA en alcanes par CER1 ou CER3 
(Aarts et al., 1995; Chen et al., 2003), qui sont oxydés dans les tiges par des hydrolases MAH 
(mid-chain alkane hydroxylases) (Greer, 2007) pour former des alcools secondaires et des 
kétones. 
Enfin ces produits sont transportés hors de la cellule pour se déposer en surface et former la cuticule, 
vraisemblablement sous l’action de « Lipid Transfert Proteins » ou des ABC transporteurs tels que CER5 
ou WBC11 (Panikashvili, 2007; Pighin, 2004)  
 
 
2.5 La voie de biosynthèse des sphingolipides 
 Les VLCFA sont également utilisés pour la synthèse des sphingolipides. Les gènes qui contrôlent 
la voie de biosynthèse des sphingolipides chez les plantes n’ont été que récemment identifiés et certains 
mécanismes restent encore à décrypter, notamment en ce qui concerne la régulation de ces voies ((Figure 
1-revue Raffaele et al., 2009, rapportée plus loin, et Figure 40).  
Les bases sphingoïdes ou long chain bases (LCBs) sont les précurseurs de la voie de biosynthèse des 
sphingolipides. Elles sont synthétisées à partir des AG C16-CoA (palmitoyl-coA) et C18-CoA et de la 
sérine par une sérine palmitoyltransférase (SPT) composée de 2 sous-unités AtLCB1 (Chen et al., 2006) 
et AtLCB2 codée par 2 gènes AtLCB2a et AtLCB2b (Dietrich et al., 2008). Les plantes possèdent 8 LCB 
différentes. En effet, ces LCB peuvent être hydroxylées de 1 à 2 fois par 2 bases sphingoïdes hydroxylases 
codées par les gènes SBH1 et SBH2 (Chen et al., 2008). A ces LCB, se fixe un AG sur le groupe amine 
pour former des céramides. Ces réactions sont catalysées par les céramides synthases. A ce jour, 3 
céramide synthases ont été identifiés et sont codés par les gènes LOH1 (At3g25540), LOH2 (At3g19260) 
et LOH3 (At1g13580) (J-D Faure, communication personnelle). De façon intéressante, les taux de 
céramides contenant des VLCFA sont diminués dans les mutants loh1 et loh3, 2 gènes dont les séquences 
sont très proches, alors que ce sont les taux de céramides formés des AG C16 et C18 qui sont affectés 
dans le mutant loh2 (J-D Faure, communication personnelle), suggérant que ces enzymes aient des 
substrats spécifiques. Ces réactions sont réversibles, Pata et al. ont cloné OsCDase, codant pour une 
ceramidase chez le Riz, qui catalyse la formation de phytocéramide (Pata et al., 2008). Enfin, le 
groupement hydroxyl primaire du céramide peut être glycosylé pour former les sphingolipides complexes 
tels que des glucosylcéramides appelés cérébrosides ou des phytoglycolipides (encore appelés 
inositolphosphorylcéramide, IPC ou GIPC) selon la nature du résidu glycosyl. Une 
inositolphosphorylceramide synthase (IPCS) a été identifiée après la caractérisation du mutant erh, 
mutant T-DNA inséré dans le gène At2g37940 (Wang et al., 2008) (Figure 40). 
Ces dernières années, l’intérêt pour le déchiffrage des voies du métabolisme des sphingolipides 
n’a cessé d’augmenter, ces molécules semblant jouer un rôle majeur dans la signalisation cellulaire en 
réponse à des stress abiotiques et biotiques. Cet aspect sera développé dans la partie suivante. 
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3. Rôle des lipides dans la défense 
Les lipides sont des composantes majeures des membranes des organismes photosynthétiques 
(Wallis et al., 2002). Ils constituent également une réserve énergétique dans les graines notamment (Baud 
and Lepiniec, 2009). Cependant, depuis quelques années émerge la notion que les lipides joueraient un 
rôle dans la signalisation chez les plantes, et en particulier au cours d’interactions plantes-
microorganismes.  
Tout d’abord, les lipides jouent un rôle dans la pouvoir pathogène des bactéries. En effet les agents 
pathogènes adressent des messages de nature lipidique aux plantes afin d’exercer leur rôle d’éliciteurs de 
défense ; ce point sera développé dans le paragraphe 3.1. Les lipides peuvent aussi être à l’origine de 
modifications post-traductionnelles des protéines associées à la résistance spécifique (§ 3.2), et plus 
largement jouer un rôle de signalisation dans la régulation de la résistance. Dans ce dernier cas, seront 
plus particulièrement décrits les phospholipases (§3.3), les oxylipines (§3.4), et les VLCFA et dérivés tels 
que les cires et sphingolipides (§3.5). 
 
3.1 Les lipides, éliciteurs des réponses de défense des plantes 
Les lipopolysaccharides (LPS) sont des composants situés à la surface des bactéries gram 
négatives favorisant leur croissance dans un environnement défavorable. Ceux-ci peuvent être reconnus 
par les plantes comme PAMP. Les LPS agissent comme des éliciteurs des mécanismes de défense, la 
partie « Lipide A », constituée de deux sucres aminés liés par une liaison1-6, phosphorylés et liés à des 
acides gras hydroxylés sur leur troisième atome de carbone ainsi qu'à un ou deux autres acides gras non 
hydroxylés de la molécule, étant active (Newman et al., 1997). De même les élicitines sont des petites 
protéines riches en cystéine, sécrétées par les espèces fongiques Phytophthora et Pythium, qui déclenchent 
des réponses de défense chez les plantes, tels que l’influx calcique, la production de ROS, la péroxydation 
de lipides et l’expression de gènes PR. De façon intéressante, les élicitines ont une structure similaire à 
celle des protéines de transfert de lipides (LTP). Comme les LTP non spécifiques de plante, les élicitines 
se lient aux lipides et ont une activité de transporteur de stérol, suggérant qu’elles pourraient transporter 
les stérols de leurs hôtes afin de permettre le développement de l’agent pathogène (Blein et al., 2002). De 
plus, les élicitines peuvent également activer l’expression des LTP des plantes. L’oligandrine, élicitine 
synthétisée par Pythium oligandrum induit l’expression du gène LTP-1 dans les feuilles de vigne et active 
les réactions de défense en réponse à Botrytis cinerea (Mohamed et al., 2007). Par ailleurs, les 
cérébrosides sont des céramides contenant un ose qui peuvent avoir des capacités élicitrices sur les 
réponses de défense des plantes. Ainsi les cérébrosides A et C, produits par Magnaporthe grisea, 
induisent une réponse de type HR, stimulent l’accumulation de phytoalexines et des protéines PR chez le 
Riz et augmentent la résistance lors d’une seconde infection (Koga et al., 1998; Umemura et al., 2000). 
Les cerébrosides seraient des éliciteurs généraux non race spécifiques chez le riz (Umemura et al., 2004) 
et peuvent également conférer la résistance à Fusarium pour plusieurs espèces végétales (Umemura et al., 
2004). 
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3.2 Les lipides à l’origine de modifications post-traductionnelles de 
protéines associées à la résistance spécifique 
Certaines protéines Avr, comme AvrRpm1, AvrB, AvrPto et AvrRpt2 possèdent un site 
d’acylation à leur extrémité N-terminale. Dans d’autres cas, comme pour AvrPphB, c’est un clivage de la 
protéine, lors de son entrée dans la cellule, qui libère un tel site. Ces sites autorisent la fixation d’un résidu 
lipidique (myristoyl-, palmytoyl-, prenyl- ou GPI) à l’extrémité de la protéine et provoque sa re-
localisation vers la membrane. En effet, AvrRpm1, AvrB et AvrPto sont associés à la membrane. De plus, 
des expériences de mutation dirigée ont montré que la présence des sites d’acylation était nécessaire à la 
localisation cellulaire de ces protéines, à leur injection par le SST3, et à leur fonctionnement optimal en 
termes de pouvoir pathogène ou d’induction de résistance. En effet, le site de myristoylation de la famille 
d’effecteurs HopZ de Pseudomonas est requis pour leur localisation membranaire et contribuent à leur 
activité de virulence et d’avirulence de HopZ2 et HopZ1a, respectivement (Lewis et al., 2008). 
A cela s’ajoute qu’un nombre important de protéines de la plante impliquées dans la résistance 
spécifique, protéines R et cibles de protéines Avr, sont localisées dans la membrane plasmique. Certaines 
sont dirigées vers la membrane après acylations, c’est le cas de RPM1, RIN4, Pto et Fen. Parmi les 149 
protéines NBS-LRR prédites dans le génome d’Arabidopsis, 20 pourraient ainsi être modifiées par des 
lipides (Boisson and Meinnel, 2003). Chez la Tomate, il a été montré que la protéine kinase Pto est 
réprimée in vivo par myristoylation (Andriotis and Rathjen, 2006). L’effet inhibiteur de la myristoylation 
de Pto est médié par un résidu clé au niveau du site NRP (Negative regulatory patch) (Wu et al., 2004) 
situé en N-Terminal, provoquant un reploiement de la molécule et maintenant Pto dans un état inactif. Les 
protéines AvrPto ou AvrPtoB de Pst interagit avec Pto au niveau du site NRP, provoquant ainsi le 
déplacement de la partie N-terminal myristoylée et par conséquent la dérépression de l’activité kinase de 
Pto (Andriotis and Rathjen, 2006). 
De plus, la localisation membranaire de ces protéines est capitale pour leur fonctionnement, 
comme démontré dans le cas de RPM1. D’autres protéines agissant plus en aval dans la signalisation de la 
résistance spécifique sont aussi dirigées vers la membrane : NDR1 est associée à des « rafts » lipidiques 
par une ancre GPI (Coppinger et al., 2004), suggérant que les « rafts » lipidiques seraient une interface 
pour l’interaction entre les bactéries et la cellule hôte comme chez les animaux (Triantafilou and 
Triantafilou, 2002). 
 
3.3 Lipases et phospholipases 
 Les phospholipases, qui catalysent l’hydrolyse des phospholipides, jouent un rôle important dans 
la réponse des plantes aux stress biotiques. C’est le cas des phospholipases A : les gènes PLA (codant pour 
des phospholipases A de la famille des patatines) sont activés dans des tissus infectés par un agent 
pathogène ou traités par un éliciteur (Chandra et al., 1996; Dhondt et al., 2002; Gobel et al., 2001). Chez 
Arabidopsis, l’expression de AtPLA2 est activée en réponse à SA, à la blessure et à l’éthylène (Rietz et al., 
2004). Les auteurs proposent que ces lipases participent à la génération de messages permettant la 
libération d’acides gras libres pour la synthèse de JA et d’oxylipines. Les molécules dérivées de l’activité 
des PLA ou des PLP (Patatin-like protein) jouent également un rôle dans les voies de signalisation de la 
défense. Par exemple, PLP2 joue un rôle important dans l’exécution de la mort cellulaire et affecte 
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différemment la biosynthèse des oxylipines et la résistance aux agents pathogènes (La Camera et al., 
2009; La Camera, 2004). Les phospholipases A jouent également un rôle dans la mort cellulaire. En effet, 
une étude récente a montré que l'expression épidermique de FAE1 (FATTY ACID ELONGATION1), la 
protéine KCS spécifique de la graine qui catalyse de façon limitant la première étape de biosynthèse 
VLCFA, induit la mort cellulaire dans des cellules de trichome (Reina-Pinto et al., 2009). Et, les auteurs 
ont constaté que l'activité PLA2 était indispensable pour induire et/ou exécuter la mort cellulaire dans les 
plantes transgéniques. En effet, la lysophosphatidylcholine (LPC), qui est produit par l’hydrolyse de la 
phosphatidylcholine (le PC) par une activité spécifique de PLA2, a été identifié comme un effecteur de 
mort tant dans des systèmes végétaux qu’animaux (Han et al., 2008; La Camera, 2004). Plus précisément, 
un screening pharmacologique a suggéré qu'il s’agissait plus probablement d’une PLA2 de type patatine 
plutôt qu’une PLA2 sécrétée qui soit responsable de l’exécution du programme de mort cellulaire des 
plantes sur-exprimant FAE1 (Reina-Pinto et al., 2009). La réponse aux agents pathogènes n’a pas été 
testée, mais on peut penser que PLA2 pourrait également être impliqué dans la régulation de la mort 
cellulaire hypersensible médiée par les VLCFA. 
 Une activité phospholipase C (PLC) a été rapportée pour être impliquée dans l’accumulation 
transitoire d’acide phosphatidique (PA) au cours de l’interaction incompatible impliquant le gène R Cf4 
de la Tomate et l’effecteur AVR4 de Cladosporium fulvum. Au cours de cette interaction, le recrutement 
de PLC et la production de PA sont réalisés en amont du « burst » oxydatif (de Jong et al., 2004). 
Enfin, l’activité de phospholipases D (PLD) semble la plus sollicitée au cours d’un stress biotique. 
Chez Arabidopsis, l’expression de 4 gènes codant pour des PLD est altérée en réponse à Pseudomonas (de 
Torres et al., 2003). Chez le Riz, l’interaction avec Xanthomonas et divers éliciteurs activent les PLD. Au 
cours de cette interaction, une PLD est recrutée au niveau des membranes cellulaires en contact avec 
l’agent pathogène (Li et al., 1996). Le produit de l’activité PLD, le PA, est produit en accord avec ces 
observations : une accumulation de PA a été notée dans des suspensions cellulaires de Tomate traitées par 
divers éliciteurs (Laxalt et al., 2001). H2O2, qui module les réponses de défense, stimule aussi l’activité 
enzymatique de PLD. En effet, un mutant dépourvu d’activité PLD est apparu plus sensible à 
l’induction de la mort cellulaire par H2O2 (Jin et al., 2003). Chez le Riz, 17 PLD ont été identifiés, dont 
OsPLD1 qui jouerait le rôle de régulateur négatif des réponses de défense et de la résistance (Yamaguchi 
et al., 2009). En effet, des plantes OsPLD1ko activent spontanément les réponses de défense, comme la 
production de phytoalexines, des HR-like et l’induction de gènes de défense tels que les gènes PR ou des 
TF des familles WRKY/ERF, en absence de toute infection par des agents pathogènes. De plus, ce mutant 
présente une augmentation de la résistance aux agents pathogènes majeurs du Riz Pyricularia grisea et 
Xanthomonas oryzae pv oryzae (Yamaguchi et al., 2009). 
Par ailleurs, la protéine EDS1, qui intervient dans la résistance spécifique et la résistance basale, 
présente des homologies avec les acyl-hydrolases. EDS1 interagit physiquement avec PAD4 et SAG101 
qui sont toutes deux des acyl-hydrolases putatives. Ces protéines sont nécessaires à la synthèse de SA et 
les gènes correspondants sont activés par SA suggérant qu’elles agissent dans une boucle de régulation 
(Feys et al., 2005). 
 
 
 
 
 
Figure 41 : Les mécanismes enzymatiques ou non, menant à la synthèse des oxylipines chez les plantes. 
(D’après Shah, 2005).
Après libération par les lipid acyl hydrolases (LAHs) depuis les lipides structuraux, les acides gras libres peuvent
être oxydés par 3 systèmes enzymatiques (rectangles bleus). Le mieux connu est celui des lipoxygénases (LOX). 
Les LOX introduisent généralement un oxygène sur les carbones 9 ou 13 des acides gras insaturés en C18. Les 
hydroperoxydes d’acides gras générés par les LOX peuvent être métabolisés à leur tour en composés 
antimicrobiens, cytotoxiques ou de signalisation. Le profil des oxylipines formées dépend de l’équipement 
enzymatique de chaque espèce de plante et du stress enduré. De plus, un certain nombre de composés de type 
prostaglandines sont formés de façon non enzymatique sous l’effet de la blessure ou de l’attaque par un agent 
pathogène.
AOS : Allene oxyde synthase ; αDOX, α-dioxygenase; DES, divinyl ether synthase; FA, fatty acid; FAH, fatty acid hydroxylase; 
HPL, hydroperoxide lyase; HPR, hydroperoxide reductase; LOX, lipoxygenase; OPDA, 12- oxophytodienoic acid; POX, 
peroxygenase.
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3.4 Oxylipines et Jasmonates : des molécules signal de la résistance 
Le terme d’oxylipines désigne tous les dérivés oxygénés d’AG. Dans le chloroplaste, les acides 
gras poly-insaturés (PUFA) membranaires peuvent être métabolisés en 3 types de dérivés oxygénés : des 
hydroxydes qui entrent dans la composition de la cutine, des hydropéroxides et des -hydropéroxides. La 
formation d’oxylipines requiert d’abord la libération de lipides membranaires qui peut intervenir de façon 
non enzymatique ou enzymatique sous l’action de lipases, phospholipases ou lipoxygénases (LOX) 
(Figure 41) (Blee, 2002). La synthèse d’AG hydroxylés sur le carbone  du groupement acide 
carboxylique (les 2-hydroperoxides), est réalisée par l’-dioxygenase (-DOX), enzyme homologue des 
cyclo-oxygenases animales (Hamberg et al., 1999). Cet enzyme a d’abord été appelé PIOX (Pathogen 
Induced Oxygenase) car identifié comme induit par une harpine élicitrice des défenses chez le Tabac 
(Hamberg et al., 1999). L’oxydation des AG peut aussi être réalisée par la voie des lipoxygénases. Celles-
ci peuvent oxyder les acides gras en position 9 ou 13 (9- ou 13-LOX) pour donner des 9- et 13-
hydroperoxydes. Ces derniers, peu stables, sont rapidement métabolisés par une batterie d’enzymes 
différentes pour donner une vaste gamme de composés oxygénés tels des aldéhydes, des oxo-acides, des 
hydroxydes, des époxydes, des divinyl éthers, des époxy alcools ou des composés cycliques (Figure 41). 
Enfin les hydroperoxydes peuvent être métabolisés par l’allène oxide synthase (AOS) pour conduire à la 
formation de composés cycliques de la famille des jasmonates. Cette famille comprend les 
cyclopenténones (OPDA (12-oxophytodieonic acid) et dnOPDA (dinor-oxophytodieonic acid)) et les 
cyclopentanones parmi lesquels l’acide jasmonique (JA) et son dérivé volatile le methyl jasmonate 
(MeJA) (Figure 41). Nous ne reviendrons pas sur le rôle du JA déjà développé dans le chapitre 2. 
Quels rôles jouent ces composés dans la défense ? Plusieurs études montrent l’activation de LOX 
et l’accumulation d’hydropéroxydes en réponse à l’inoculation par des champignons et bactéries 
pathogènes virulents ou avirulents, à des activateurs de la mort cellulaire, ou à SA, (Gobel et al., 2002; 
Montillet et al., 2004). Cette activation est la plus forte peu avant la mise en place de la HR, au cours 
d’une interaction incompatible (Rustérucci et al., 1999). Par ailleurs, la suppression de l’activité LOX 
dans le Tabac, par une construction antisens, est capable d’abolir la résistance à Phytophthora (Rancé et 
al., 1998). Le mécanisme sous-jacent à ce phénotype est inconnu mais il est suggéré que les LOX 
pourraient contribuer à la HR en générant des molécules réactives comme les radicaux libres ou les ketols 
au niveau du site d’infection (Blee, 2002). Parallèlement, l’expression du gène -DOX1 d’Arabidopsis est 
induite en réponse à des souches virulentes et avirulentes de Pst de façon SA-dépendante. Cette 
expression et l’activité dioxygénase sont maximales dans le cas d’une HR et confinées aux lésions 
nécrotiques, alors qu’elles sont observées dans toute la zone d’invasion pathogène au cours d’une 
interaction compatible. De plus, l’expression de l’-DOX1 peut être induite par SA, le superoxide et NO, 
ce qui distingue cette voie de signalisation de la voie des oxylipines induites de façon JA-dépendante 
(Sanz et al., 1998).  
Peu de choses sont connues sur le contrôle transcriptionnel de ces voies, cependant la disponibilité 
en acides gras précurseurs, la spécificité d’activité et la compartimentation des enzymes sont également de 
bons moyens de réguler la synthèse d’oxylipines. Et en effet, il semblerait qu’il y ait un contrôle spatio-
temporel des différents enzymes de biosynthèse des oxylipines (Blee, 2002). Enfin si l’essentiel des 
oxylipines semble provenir du chloroplaste, certains indices suggèrent l’existence de réserves 
d’oxylipines estérifiées qui pourraient être libérées rapidement en cas de stress (Fauconnier et al., 2003). 
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3.5 Les VLCFA et leurs dérivés : signaux lipidiques dans la réponse des 
plantes aux agents pathogènes  
 
L’ensemble des données acquises sur ce point sont résumées dans l’article présenté ci-après.  
Titre: Very long chain fatty acid and lipid signaling in the response of plants to pathogens.  
Auteurs : Raffaele S, Leger A, Roby D. 
Revue publiée dans Plant Signaling and Behaviour 2009 Fev 4(2):94-99 
 
Résumé de la revue en français  
Des découvertes récentes indiquent que la signalisation lipidique est essentielle pour la résistance 
des plantes aux agents pathogènes. En plus des oxylipines et des acides gras insaturés connus pour jouer 
des fonctions de signalisation importantes au cours des interactions plante–agent pathogène, la voie de 
biosynthèse des acides gras à très longues chaines (VLCFA) a été récemment associé à la défense des 
plantes par des aspects différents. Les VLCFA sont en effet requis pour la biosynthèse de la cuticule des 
plantes et la génération de sphingolipides. L'élucidation des rôles de ces lipides dans la réponse aux stress 
biotiques est le résultat de l'utilisation d'approches génétiques conjuguées à l'identification des 
gènes/protéines impliqués dans leur biosynthèse. Cette revue se concentre sur les observations récentes 
qui ont révélé la fonction complexe de la cuticule et de ses dérivés, ainsi que le rôle clé de sphingolipides 
comme molécules bioactives impliquées dans la transduction du signal et la régulation de la mort 
cellulaire au cours des interactions plante–agent pathogène. 
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acid (VLCFA) pathway. The VLCFAs are fatty acids containing 20 
to 36 carbons synthesized in the endoplasmic reticulum, which are 
crucial for a wide range of biological processes in plants. Their role in 
water-loss control or organ shape has been well studied. These lipids 
are indeed required for the biosynthesis of the plant cuticle,4,5 and 
the generation of sphingolipids,6,7 which can be bioactive molecules 
on their own.8,9 This review focuses on recent studies that highlight 
the involvement of VLCFAs and VLCFA derivatives in the response 
of plants to pathogen attack. It will first describe the general pathway 
and the regulation of VLCFA and VLCFA derivative biosynthesis; 
then the role of these lipids in cell signaling and pathogen resistance 
through different aspects will be discussed.
VLCFA Biosynthesis, Regulation and Use for Wax and 
Sphingolipid Production
The elongation of the C16 and C18 fatty acids into VLCFAs 
(C20-C36 chains) takes place in the endoplasmic reticulum. Elongase 
complexes consisting in four enzymes mediate this step: a β-keto acyl-
coA synthase condensing enzyme (KCS), a β-keto acyl-coA reductase 
(KCR), an enoyl-coA reductase (ECR) and a β-hydroxyacyl-coA 
dehydratase (HCD). Three different pathways then lead to the 
transformation of VLCFAs: in the epidermis, (i) through the “acyl-
reduction pathway”, primary alcohols and wax-esters are formed by 
fatty acyl-coA reductases (FAR) and wax synthases (WS), respec-
tively, (ii) in the “decarbonylation pathway”, VLCFAs are reduced to 
alkanes, which in stems are oxidised by mid-chain alkane hydroxylase 
(MAH1) to form secondary alcohols and ketones (Fig. 1, reviewed in 
ref. 5). Finally, (iii) in all cells, VLCFAs and long chain bases (LCBs) 
(generated from C16 and C18 fatty acids) are the precursors for the 
synthesis of sphingolipids9 (Fig. 1).
The identification of the genes encoding VLCFA biosynthetic 
enzymes has been achieved mainly through mutational approaches. 
FAE1 (fatty acid elongase 1) was the first identified enzyme by the 
[Plant Signaling & Behavior 4:2, 94-99; February 2009]; ©2009 Landes Bioscience
Recent findings indicate that lipid signaling is essential for plant 
resistance to pathogens. Besides oxylipins and unsaturated fatty 
acids known to play important signaling functions during plant-
pathogen interactions, the very long chain fatty acid (VLCFA) 
biosynthesis pathway has been recently associated to plant defense 
through different aspects. VLCFAs are indeed required for the 
biosynthesis of the plant cuticle and the generation of sphingolipids. 
Elucidation of the roles of these lipids in biotic stress responses is 
the result of the use of genetic approaches together with the iden-
tification of the genes/proteins involved in their biosynthesis. This 
review focuses on recent observations which revealed the complex 
function of the cuticle and cuticle-derived signals, and the key role 
of sphingolipids as bioactive molecules involved in signal transduc-
tion and cell death regulation during plant-pathogen interactions.
Introduction
In response to pathogen attack, plants have evolved various mecha-
nisms, both constitutive and inducible, in order to defend themselves. 
During the past 10 years, a number of studies have revealed the role 
of lipids and lipid metabolites during plant-pathogen interactions: (i) 
through the lipoxygenase pathway with the production of oxylipins 
and for example jasmonic acid (JA), which are important signaling 
molecules for defense regulation,1,2 (ii) through the unsaturated fatty 
acid pathway by the remodeling of membrane lipid composition and 
defense signaling,3 and finally (iii) through the very long chain fatty 
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while secondary alcohols and ketones are produced by the mid-chain 
alkane hydroxylase MAH1.24 Finally, ABC transporters such as 
CER5 and WBC11 were shown to be involved in the transport of 
wax constituents through the plasma membrane.25,26
This is only recently that the genes controlling the biosynthesis 
of plant sphingolipids have been identified. In Arabidopsis, the gene 
AtLCB1, encoding the first subunit of the serine palmitoyltransferase 
(SPT), has been recently characterized.27 The second subunit of SPT 
was also identified; however, 2 genes (AtLCB2a and AtLCB2b) encode 
functional isoforms of the LCB2 subunit.28 Recently, two sphingoid 
base hydroxylase genes (SBH1 and SBH2) have also been identi-
fied in Arabidopsis,29 together with an inositolphosphorylceramide 
synthase30 and a ceramidase from rice (OsCDase).31 This enzyme, 
localized in the ER, catalyses the formation of phytoceramide.
Regulation of these biosynthesis pathways remains largely 
unknown. We have recently shown that AtMYB30, a MYB tran-
scription factor, behaves as a transcriptional activator of several genes 
isolation of the fae1mutant altered in VLCFA accumulation in 
seeds.10 Several KCS genes have also been identified through wax or 
cuticle mutants,11-14 then by homology searches. They belong to a 
large gene family in Arabidopsis with 21 members,15,16 hypothesized 
to drive the specificity (chain length, tissue…) of the elongation 
reaction. Concerning the other enzymes of the elongase complex, 
all of them have been recently found in plants, and in contrast to 
KCS, they are encoded by single genes: AtYBR159 codes for the first 
reductase,17 PAS2 revealed to be a 3-hydroxacyl-CoA dehydratase18 
and CER10, the homologue of the yeast gene TSC13, encodes the 
trans-2,3-enoyl-CoA reductase.19
Concerning wax biosynthesis, most of the genes have been 
screened by forward genetics in wax-deficient (cer) mutants. In 
the “acyl-reduction pathway”, CER4 is the major fatty acyl-CoA 
reductase responsible for primary alcohol formation20 while WSD1 
produces wax esters in Arabidopsis stems.21 In the “decarbonylation 
pathway”, CER1 and CER3 are involved in alkane synthesis22,23 
Figure 1. Simplified pathways for VLCFA and VLCFA derivative biosynthesis and transport in Arabidopsis. Regulators of these pathways and their putative 
action are indicated in red. PM: plasma membrane; CW: cell wall.
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this gene encodes an inositolphosphorylceramide synthase (IPCS), 
and is rapidly induced during a pathogen attack, suggesting that 
it serves to increase GIPC (glucosyl inositolphosphorylceramide) 
biosynthesis for a defense related function.30
Together, these results show that multiple steps of the sphin-
golipid biosynthetic pathway are activated by infection, and that 
programmed cell death and disease resistance are in many cases 
tightly associated with this regulatory process. LCBs, ceramides and 
their derivatives might be the critical messengers to control cell death, 
or other defense mechanisms. Consequently it will be determinant 
to identify the targets of these bioactive sphingolipids to understand 
these regulatory mechanisms.
Are Lipid Rafts All-Armed Battleships?
In addition to their possible direct role as signaling components, 
sphingolipids also count among the constitutive elements of the 
plasma membrane (PM). They are also hypothesized to play a role 
in plant defense signaling as such. Sphingolipids were indeed shown 
to be quantitatively predominant, together with sterols, in the deter-
gent insoluble membrane (DIM) fraction of the PM from tobacco, 
Arabidopsis and Medicago.41-43 The lipid raft (LR) model44 assumes 
that because of this distinctive biochemical composition, DIMs are 
organized in vivo in microdomains, and that the dynamic exclusion/
incorporation processes within these domains can regulate signaling 
events. Consistently, DIMs were found to have specific protein 
content.45 Some proteins are predominantly DIM-associated like 
remorins46 or known components of plant defense responses such 
as the NDR1 GPI-anchored protein, suggesting the involvement of 
LRs in defense signaling cascades.47
Although direct involvement of LRs in plant defense responses has 
not been clearly evidenced to date, the cell biology of various plant-
pathogen interactions is consistent with the LR theory. Polarization 
of the cytoskeleton, aggregation of peroxisomes, endoplasmic retic-
ulum and Golgi bodies at the interface with the pathogen are among 
the first observable responses of a plant cell to a pathogen attack 
(reviewed in ref. 48). In addition, polarization and focal accumula-
tion processes are not only found inside the cell but also inside the 
PM itself. Barley and Arabidopsis cells challenged by the powdery 
mildew pathogen Blumeria graminis, were shown to undergo focal 
accumulation, beneath the site of appresorium formation, of a subset 
of GFP-fused PM proteins (the resistance locus O, the protein MLO, 
the ROR2 syntaxin and its Arabidopsis ortholog PEN1), whereas 
other PM proteins (aquaporin isoforms, SYP132 syntaxin) were not 
re-localized upon infection.49 Similarly, the GFP-fused ATP-binding 
cassette transporter PEN3/PDR8 localizes in the PM of Arabidopsis 
un-inoculated leaves and showed strongly focused accumulation at 
sites of Blumeria attempted penetration.50
However, if experimental evidences for filamentous pathogen-
induced focal protein clustering at the PM are emerging, the 
underlying mechanisms remain enigmatic. On the one hand, the 
filipin antibiotic, which binds sterols, shows enhanced labelling at 
Blumeria entry sites, suggesting aggregation of plant LRs or the 
release of sterol-rich fungal material.51 On the other hand, the hexose-
proton symporter HUP1 was shown to segregate in the DIM fraction 
and to show a sterol-dependent spotty distribution in the PM when 
expressed in yeast.52 These results suggest the existence of detergent-
insoluble PM domains in planta. Nevertheless, lateral organization of 
encoding the four enzymes forming the fatty acid elongase complex, 
responsible for VLCFA biosynthesis.32 Interestingly, this regulator 
acts as a positive regulator of a form of programmed cell death 
(PCD) in plants, the Hypersensitive Response (HR).33 Concerning 
wax synthesis, the only transcription factors known to affect this 
pathway belong to the WAX INDUCER (WIN)/SHINE family 
in Arabidopsis.34 The WIN1/SHN1 transcription factor activates 
genes encoding cutin biosynthetic enzymes for instance LACS2, 
and wax biosynthetic genes. However, the control of wax forma-
tion by WIN1/SHN1 may be indirect and may require additional 
transcription factors acting downstream of WIN1/SHN1. Finally, 
a new regulatory pathway controlling cuticular wax accumulation 
was recently discovered in Arabidopsis.35 The key component of this 
pathway is the CER7 ribonuclease, a core subunit of the exosome 
involved in RNA processing and degradation. The putative target of 
this ribonuclease is an mRNA encoding a repressor of transcription 
of the key wax biosynthetic gene CER3.
Plant Sphingolipids as Key Signals during Plant-Pathogen 
Interactions?
Recent studies indicate that sphingolipids, as in animals, 
may play in plants a major signaling role in diverse fundamental 
processes. In terms of biotic stresses, the fungal Alternaria alternata 
f. sp. lycopersici (AAL) toxin has been shown to trigger cell death by 
disruption of sphingolipid metabolism.36 Tomato plants sensitive 
to AAL-toxin accumulate more sphingolipid precursors due to a 
mutation in the Asc gene, encoding a component of the key enzyme 
ceramide synthase. Treatment with another mycotoxin, fumo-
nisin, which is a specific inhibitor of ceramide synthase, leads to a 
dramatic accumulation of LCB and LCB-P in plant tissues. Lack 
of AtDPL1 lyase activity in the mutant lines enhances sphingolipid 
precursors accumulation and exacerbates fumonisin toxicity.37 An 
Arabidopsis mutant, which is fumonisin B1 resistant (fbr 11-1), 
fails to generate reactive oxygen intermediates (ROIs), and cannot 
initiate PCD when the mutant is challenged by fumonisin B1.38 
FBR11 encodes a long-chain base 1 (LCB1) subunit of serine 
palmitoyltransferase (SPT).39 Consequently, free sphingoid bases 
are involved in the control of PCD in Arabidopsis, presumably 
through the regulation of the ROI level upon receiving different 
developmental or environmental cues.38
Another evidence in favor of the role of sphingolipids in the 
control of cell death in the context of plant-pathogen interactions has 
been the characterization of the mutant accelerated cell death 5 (acd5). 
The corresponding gene encodes a ceramide kinase (CERK)40 
and the mutant exhibits spontaneous cell death, shows enhanced 
disease symptoms during a pathogen attack and accumulates CERK 
substrates. This suggests that the balance between the ceramides 
and their phosphorylated derivatives are involved in the modulation 
of PCD and in the control of disease susceptibility. As previously 
mentioned, AtMYB30 has been shown to be a positive regulator of 
the hypersensitive response, through activation of VLCFA biosyn-
thetic genes and increased sphingolipid production,32,33 suggesting 
that sphingolipids would act as pro-cell death signals. The recent 
discovery of the gene ERH1, a gene acting as a negative regulator 
of the HR dependent on the resistance gene RPW8 in response to 
powdery mildew infection, is also clearly in favor of a role of sphin-
golipids in the control of cell death and resistance in plants. Indeed, 
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and virulent bacterial pathogens. However, further investigations 
involving gain-of-function experiments and various plant-pathogen 
interactions will be required before reaching a general rule on the 
contribution of cuticle related genes and cuticle composition to plant 
defense mechanisms.
Conclusions and Perspectives
Within the past few years, there has been a “burst” of articles in the 
field of plant pathology which have revealed the various and major 
roles of lipids, and more recently, the function of very long chain 
fatty acid-based molecules during plant-pathogen interactions (Fig. 
2). Identification of the roles of these lipids in biotic stress responses 
is the result of the use of genetic approaches together with the rapid 
progress made in the identification of the genes/proteins involved in 
lipid biosynthesis. These discoveries highlight the complex function 
of the cuticle and cuticle-derived signals, and the key role of sphingo-
lipids as bioactive molecules involved in signal transduction and cell 
death regulation. However, the results are still fragmentary and need 
further investigations.
Sphingolipids are known to function in all eukaryotic cells as 
membrane structural and signaling components. Intensive research 
in the animal field has shown that these compounds play essential 
regulatory roles in the control of cell death and cell survival.9,61,62 
A number of reports described here suggest that plant sphingolipids 
might be involved in similar regulatory mechanisms. However, this 
notion that there may be common lipid signaling mechanisms for 
the control of cell death in plants and in animals often relies on 
indirect or correlative evidences.63-65 Besides, these compounds 
being active in low amounts and existing under a large number of 
different molecular forms, studies on their biochemistry are still 
limited. Extraction, separation and identification of such compounds 
remain a challenge, and an accurate picture of the different species 
and biosynthetic pathways of plant sphingolipids is not yet available. 
The systematic identification of sphingolipid biosynthesis genes will 
also face the difficult task of assessing their enzymatic/molecular 
function and of the identification of their targets. Together with a 
genetic approach to addressing the question of their importance in 
defense/cell death signaling, these are keys to understand the role of 
sphingolipids in plant cell signaling.
After intensive studies in animal systems, lipid rafts start appearing 
as ubiquitous entry sites for pathogens, in plants as well. Again, 
the gap between animals and plants in term of PM raft functions 
should not be filled in prematurely. But in this case, biochemistry 
is ahead of genetics, and assessing the existence and function of PM 
microdomains in vivo is a major expectation. A key step toward this 
achievement could be the identification of plant counterparts of 
caveolins, or flotillins, that is to say protein markers of lipid rafts that 
allow detection of rafts in living cells. Pathogen attack would then be 
a convenient stimulus to study raft dynamics and role in signaling.
Finally, epicuticular waxes are specific to plants, known to play 
important general functions in the interactions of plants with their 
environment.66 This key adaptation in the evolution of plants67 has 
been shown to influence the issue of plant-pathogen interactions in 
unexpected ways. This is clearly an exciting area of research, and the 
important question of the signaling function of some components of 
the cuticle will need future work, using different plants, pathogens 
and adequate biochemical methods to identify the active molecules 
membrane lipids could not be clearly associated to pathogen-induced 
protein focal accumulation events to date. Therefore, the precise role 
of PM domain clustering in plant defense responses remains poorly 
documented. In addition, it is still not known whether membrane 
focal accumulation is restricted to response toward filamentous 
pathogens or to certain types of plant-pathogen interactions.
The Plant Cuticle, More than a Protective Shell against 
Pathogens
Well-organized cuticle layers, made of cutin and wax polymers, 
covers aerial plant surfaces. In many plant species, cutin originates 
from polymerization of C16 and C18 ω-hydroxylated fatty acids. 
By contrast, wax synthesis requires elongation of C16 and C18 fatty 
acids into VLCFAs. These compounds form the outermost layer in 
epidermal cells, and therefore the first barrier encountered by patho-
gens in the natural environment. Nevertheless the impact of plant 
cuticle on the outcome of the interaction with a pathogen is beyond 
a simple barrier effect.
First, the cuticle can be considered as a reservoir of signals telling 
phytopathogenic fungi that they found a proper host to infect. 
This hypothesis originates from the observation that fungi often 
secrete cutinases when reaching a plant, and that cutin monomers 
induce appresorium formation in Magnaporthe grisea and Erysiphe 
graminis.53,54 Consistently, removal of cuticular waxes reduces 
conidial germination of Blumeria graminis on barley,55 and the 
altered cuticle of the sma4 (allelic to bre1 and lacs2) Arabidopsis 
mutant inhibits Botrytis cinerea spore germination.56 Therefore, a 
thinner, more permeable cuticle does not facilitate the entry of these 
pathogenic fungi but rather arrests their invasion.
In addition to being detrimental to the growth of the pathogen, 
cuticle alteration also favors the onset of defense by the plant, as 
plants can perceive modifications of the cuticle. Exogenous expres-
sion of a fungal cutinase gene in Arabidopsis provides immunity to 
B. cinerea due to the release of fungitoxic compounds and activation 
of other resistance-associated genes. Similarly, release of antifungal 
compounds and enhanced B. cinerea resistance have been observed 
in the bgd mutant that exhibits cuticular defects.57 Increased release 
of antifungal compounds also plays a role in the enhanced resistance 
to Botrytis and Sclerotinia observed in sma4 mutant.58 Nevertheless, 
a positive effect of the cuticle on defense processes is also docu-
mented. The plant cuticle not only protects from water loss, but 
also reduces plant-pathogen recognition and efficient release of 
antifungal compounds in certain cases during the infection process. 
Double knockouts gpat4/gpat8, with strongly reduced cutin content, 
are less resistant to Alternaria brassicicola.59 Whereas more resistant 
to B. cinerea, the sma4 mutant shows a normal susceptible pheno-
type toward Erysiphe cichoracearum.56 These two examples illustrate 
the current consensus that cuticle thickness has a negative effect 
on biotrophic fungal growth. The att1 mutant has a cutin content 
reduced by 30%, and shows enhanced susceptibility to virulent 
Pseudomonas syringae.60 This mutant causes enhanced expression of 
bacterial type III genes, suggesting that cutin-related compounds 
repress bacterial type III genes expression in the plant apoplast. On 
the other hand, att1 displays enhanced resistance to B. cinerea.56
Taken together, these data essentially based on analysis of cuticle-
defective mutants, indicate that cuticle-derived signals act negatively 
on necrotrophic fungal infection and positively on biotrophic fungi 
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and their exact roles. Another intriguing question is related to the 
putative signaling roles of LTPs (Lipid Transfer Proteins). In favour 
of this hypothesis is the identification of DIR1, a putative LTP 
involved in the long distance signaling associated with systemic 
resistance.68 DIR1 has been recently structurally characterized, 
sharing some structural and lipid binding properties with LTP2, 
but displaying some specific features.69 A functional analysis of 
this protein family in Arabidopsis would bring some light on lipid 
signaling and transport. Finally, in depth analysis of the functions of 
VLCFAs and VLCFA derivatives during plant-pathogen interactions 
will undoubtedly provide access to fundamental functions of these 
compounds during plant development.
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Tableau 6 : Exemples des fonctions de différents gènes MYB d’Arabidopsis
NOM Numéro AGI Fonction Références Synonymes
AtMYB12 At2g47460 Phenylpropanoides Mehrtens et al, 2005
AtMYB34  At5g60890 Tryptophane Calenza et al, 2005 ; Bender et al, 1998 ATR1
AtMYB123  At5g35550 Anthocyanines Baudry et al, 2004 ; Nesi et al, 2001 TT2
AtMYB75 At1g56650  phenylpropanoides Borevitz 2000  PAP
AtMYB0 At3g27920 Morphogénèse trichome 
Kirik et al, 2005 ; Oppenheimer et 
al, 1991 ;Larkin et al, 1993, 1994, 
1999 ; Hauser et al, 2001 ; Esch et 
al, 1994 ; Shikazono et al, 1998
GL1
AtMYB33 At5g06100 Développement de l'anthère Millar et al., 2005
AtMYB65 At3g11440 Développement de l'anthère Millar et al., 2005
AtMYB32 Développement du pollen Preston et al., 2004
At5g53200 Développement du trichome TRY
At2g30420 Développement du trichome Kirik et al, 2004 ETC2
At2g46419 Développement du trichome et poil absorbant Kirik et al, 2004 CPC
AtMYB18 At4g25560 Photomorphogénèse Ballesteros et al., 2001 LAF1
AtMYB44 Embryogénèse Kirik et al., 1998 R1
AtMYB77 Embryogénèse Kirik et al., 1998 R2
AtMYB66 Développement épiderme Lee et al., 2002 WER
MYB103 At1g63910 Formation paroi secondaire Zhong et al., 2008
MYB85 At4g22680 Formation paroi secondaire Zhong et al., 2008
MYB52 At1g17950 Formation paroi secondaire Zhou et al., 2009
MYB54 At1g73410 Formation paroi secondaire Zhou et al., 2009
MYB58 At1g16490 Formation paroi secondaire Zhou et al., 2009
MYB63 At1g79180 Formation paroi secondaire Zhou et al., 2009
AtMYBL2 trichomes Sawa, 2002 GL2
At3g46640 Rythme circadien Hazen et al., 2005 LUX
At1g18330 Rythme circadien Kuno et al., 2003 EPR1
At2g46830 Rythme circadien Alabadi et al., 2001 CCA1
At1g01060 Rythme circadien Mizoguchi et al., 2002 LHY1
AtMYB61 At1g09540
Stomate, lignification, formation 
de la graine Newman et al., 2004
AtMYB41 At4g28110
Stress hydrique et salin, 
Réponse ABA Cominelli et al., 2008
AtMYB60 At1g08810 Stomate, stress hydrique Cominelli et al., 2005
At1g35515 Stress froid Zhu et al., 2005 HOS1
AtMYB2 At2g47190 Stress hydrique, Réponse ABA Abe et al., 2003 ; Urao et al., 1996
AtMYB102 At4g21440
Réponse stress osmotique et 
blessure Denekamp et al., 2003 AM4
AtMYB4 At4g38620 Stress UV Hemm et al., 2001
AtMYB96 At5g62470 Reponse ABA Seo et al., 2009
AtMYB30 At3g28910 HR
Daniel et al. 1999; Vailleau et al., 
2003; Raffaele et al., 2006, 2007 HSR1
AtMYB108 At3g06490 Défense (Botrytis cinerea ) Mengiste et al., 2003 BOS1
Sress biotique
Synthèse de métabolites secondaires
Morphogénèse et différenciation cellulaire
Régulation du rythme circadien
Sress abiotique
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Chapitre IV : Les facteurs de transcription 
de type MYB 
 
Le premier gène MYB identifié a été l’oncogène v-myb dérivant du virus de la myéloblastose des 
volailles ou AMV (Avian Myleoblastic Virus) (Klempnauer et al., 1982). Par comparaison de séquences, 
a été identifié le gène du poulet c-myb, homologue de v-Myb. Chez les vertébrés, on dénombre 3 gènes de 
type myb : c-Myb, A-Myb, B-Myb. Ces gènes sont aussi présents chez les insectes, nématodes et 
champignons (Lipsick, 1996). Le premier MYB de plantes a été isolé chez le Maïs, appelé MybC1, il code 
pour un facteur de transcription de type c-MYB like impliqué dans la biosynthèse des anthocyanes (Paz-
Ares et al., 1987). Contrairement aux MYB des vertébrés au nombre de 3, la famille MYB chez les 
plantes est l’une des plus grandes classes de facteurs transcriptionnels (plus de 130 membres chez 
Arabidopsis thaliana (Stracke et al., 2001)).  
Dans ce chapitre, nous verrons quelles fonctions sont régulées par les facteurs MYB (§1) et 
quelles sont leurs caractéristiques structurales (§2). Par ailleurs, comme les autres TF, l’activité des gènes 
MYB est contrôlée, quels sont alors les mécanismes de régulation connus et mis en jeu (§3)? 
L’identification des cibles directes des MYB est essentielle afin de déterminer le mode d’action et la 
fonction biologique des MYB, quelques exemples seront évoqués (§4). 
 
 
1. Quelles fonctions biologiques sont régulées par les 
facteurs MYB ? 
Les gènes MYB-R2R3 présentent des profils d’expression très différents : spécificité tissulaire 
(plantules, feuilles matures, tiges, fleurs, siliques, racines,…), inductions spécifiques (lumière, obscurité, 
stress froid, stress hydrique, hormones, infection bactérienne,…) (Kranz et al., 1998). Cependant les 
gènes MYB pour lesquels une fonction est attribuée sont encore peu nombreux en regard de la taille de 
cette famille multigénique. Cinq groupes fonctionnels peuvent néanmoins être identifiés à partir des 
données déjà disponibles (tableau 6) : 
- Les MYB impliqués dans la synthèse de métabolites secondaires, phenylpropanoïdes et 
anthocyanes principalement. 5 gènes MYB d’Arabidopsis sont concernés mais également des 
facteurs MYB du Maïs (ZmMYBC1, ZmMYBP, ZmMYBPL, ZMMYBP1), du Pétunia 
(PhMYB3, PhMYBAN2), d’Antirrhinum (AmMYB305, AmMYB340, AmMYB308, 
AmMYB330) ou du Pois (PsMYB26). 
- La morphogenèse et la différenciation cellulaire sont des fonctions remplies par bon nombre de 
MYB chez Arabidopsis, le Maïs, le Pétunia et Antirrhinum. Les organes concernés sont 
l’épiderme, les tissus vasculaires, l’anthère et l’embryon. Des études récentes ont montré 
l’intervention d’un très grand nombre de gènes MYB dans la régulation de la biosynthèse des 
parois secondaires. 
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Figure 42 : Représentation schématique de différents types de protéines MYB dans les règnes 
animal et végétal : C-MYB humain, AtMYB30 d’Arabidopsis thaliana, et StMYB1 de la Pomme de 
terre.
En rouge, orange et jaune: répétitions R1, R2 et R3 du domaine MYB; en vert, domaine d’activation de la 
transcription; en gris, domaine de régulation négative; en noir, domaine Leucine-zipper putatif; en bleu, 
domaines conservés chez les membres du sous-groupe 2 des facteurs MYB-R2R3 d’Arabidopsis.
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- La régulation du rythme circadien et du cycle cellulaire, tels que CCA1 ou LHY. 
- La réponse aux stress abiotiques et aux hormones. Ainsi, l’expression d’AtMYB60 et d’AtMYB61 
est régulée par la lumière, via l’acide abscissique dans le cas de MYB60, et commande 
l’ouverture et la fermeture des stomates, permettant une adaptation au stress hydrique (Gray, 
2005). Récemment l’expression d’AtMYB96 a été trouvé induite par l’ABA et la réponse à la 
sécheresse, de plus celui-ci régulerait la signalisation par l’ABA et l’auxine en réponse à un stress 
hydrique  (Seo et al., 2009). 
- La réponse aux stress biotiques. L’un des premiers gènes identifiés et impliqués en réponse aux 
agents pathogènes est le gène AtMYB30 (Daniel et al., 1999). Chez le Tabac, NtMYB2 est 
également induit par la blessure et des éliciteurs fongiques, et NtMYB1 est induit par le TMV et 
Pseudomonas syringae pv. syringae (Sugimoto et al., 2000). Chez le Riz, OsJAMYB est induit 
par le champignon Pyricularia ; il est aussi spécifiquement exprimé dans les feuilles présentant 
des lésions chez certains mutants « lésions-spontanées » et son expression est régulée par le JA 
(Lee et al., 2001b). La recherche de mutants altérés dans leur résistance à Botrytis a conduit à 
l’identification de bos1. Le gène BOS1 (MYB108) code pour un facteur de transcription de type 
MYB-R2R3. La mutation de ce gène provoque également une sensibilité plus grande à Alternaria 
brassicola, Pseudomonas et Peronospora, le mutant bos1 présente des symptômes de maladie 
plus marqués mais une croissance des agents pathogènes normale. Il est de plus intéressant de 
constater que bos1 présente une sensibilité plus grande au stress hydrique, salin et oxydatif. Ce TF 
de type MYB interviendrait donc dans des voies de transduction associées aux stress biotiques et 
des voies associées aux stress abiotiques, impliquant potentiellement les ROS (Mengiste, 2003).  
 
 
2. Caractéristiques structurales des facteurs MYB de 
plantes 
2.1 Le domaine de liaison à l’ADN : le domaine MYB, signature de la 
famille 
 Le domaine MYB, responsable de la liaison à l’ADN, est la signature des protéines de type MYB. 
Son unité structurale de base, très conservée dans les différents règnes, est un domaine hélice-tour-hélice 
d’environs 53 acides aminés présentant un « cœur tryptophane » composé de 3 résidus W séparés de 18 à 
19 acides aminés (Weston and Bishop, 1989). Cet espacement permet l’établissement d’une structure 
hydrophobe dont le rôle est primordial dans sa liaison à l’ADN (Saikumar et al., 1990). Chez le facteur de 
transcription animal c-Myb (Figure 42), le domaine MYB est composé de 3 répétitions imparfaites de 
cette unité, notées R1, R2, R3. Contrairement aux MYB animaux, le nombre de répétitions dans le 
domaine MYB varie chez les plantes permettant ainsi de classer les protéines de cette famille 
multigénique en 3 sous-familles en fonction du nombre de répétitions adjacentes (Stracke et al., 2001) : 
- Les facteurs MYB3R ont été identifiés au nombre de 5 chez Arabidopsis thaliana suite à 
l’analyse du génome complet d’Arabidopsis. Ces facteurs existent aussi chez d’autres espèces 
végétales telles que Nicotiana benthamiana (Ito, 2005). Leur structure est similaire à celle des 
facteurs MYB animaux laissant supposer une filiation directe. De plus, Ito et collaborateurs ont  
montré que les facteurs NtmybA1, NtmybA2 et NtmybB sont capables de se lier in vitro à une 
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séquence d’ADN spécifique AACGG nommé MSA (M phase-specific activator) reconnue 
également par c-Myb. Il n’est donc pas étonnant que les facteurs MYB3R animaux et végétaux 
jouent un rôle similaire dans le contrôle du cycle cellulaire. Cependant ils régulent deux phases 
différentes de la mitose, ce qui suggère malgré leur structure similaire, qu’ils possèdent des cibles 
différentes. 
-  Les facteurs MYB-R2R3, sont composés de 2 répétitions R2 R3 (Figure 42). Il faut noter que 
dans la répétition R3 le premier résidu tryptophane est remplacé par un résidu phénylalanine 
conservé. Par ailleurs, ce sont les facteurs MYB les plus abondants chez les végétaux. Ils sont au 
nombre de 126 chez Arabidopsis thaliana, 97 chez le Maïs (Stracke et al., 2001). Le premier gène 
MYB identifié chez Arabidopsis thaliana a été le gène GL1, renommé AtMYB0, impliqué dans la 
formation des trichomes (Oppenheimer et al., 1991). 
- Les facteurs MYB1R ne possèdent qu’une seule répétition du domaine MYB ou des répétitions 
d’un même domaine MYB atypique. Les MYB1R les plus connus sont impliqués dans la 
régulation des rythmes circadiens tels que CCA1 ou LHY (Wang et Tobin, 1998), ou StMYB1 
identifié chez la Pomme de terre (Baranowskij et al., 1994) (Figure42). 
Une cinquantaine de « MYB-related », dont la séquence contient des répétitions d’un domaine MYB 
atypique, sont dénombrés chez Arabidopsis. Parmi ceux-ci, AtMYBCDC5 possède un domaine MYB 
avec deux répétitions R qui présentent peu d’homologies avec les autres domaines R (31%) (Hirayama 
and Shinozaki, 1996) et AtMYB4R1 qui renferme 4 répétitions MYB de type R2R3 (Stracke et al., 2001). 
D’autres facteurs de transcription de structure proche (GARPs, ARRs) sont parfois associés aux gènes 
MYB.  
De nombreuses études montrent la fonctionnalité in vitro  du domaine de liaison à  l’ADN 
(Grotewold et al., 1994; Ito et al., 2001; Zhong et al., 2008; Zhou et al., 2009). Les protéines MYB se 
lient à l’ADN de manière séquence-spécifique grâce au domaine de liaison formé par les répétitions R2 et 
R3. La première étape pour l’identification de cibles est donc l’étude des motifs spécifiques pour la 
liaison. Les facteurs de transcription MYB animaux c-Myb, A-MYB et B-MYB se lient au site MBSI 
(MYB binding site I : T/CAACG/TGA/C/TA/C/T). Chez les plantes, il s’avère que ces motifs reconnus 
comme cibles potentielles des facteurs MYB soient beaucoup plus variables. Certaines protéines végétales 
peuvent se lier au site MBSI, d’autres peuvent également se lier au site MBSII (TAAC-TAAC) qui 
constitue une séquence reconnue par la majorité des protéines MYB de type R2R3 (Romero et al., 1998). 
Cependant il existe de nombreuses exceptions et une séquence cible n’est pas systématiquement 
identifiée. On peut également observer que certains motifs reconnus comme cibles  sont corrélés aux 
fonctions biologiques que régule le facteur. En effet, l’élément cis MSA est reconnu de façon spécifique 
par les facteurs MYB1R impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire (Ito et al., 2001). Par ailleurs, dans 
le cadre d’une interaction MYB/bHLH pour l’activation d’un gène cible, il est nécessaire que les 
promoteurs contiennent des  MBS putatifs et au moins un élément cis de liaison au bHLH (Wang and 
Chen, 2008). Par ailleurs, il semble que ce domaine joue également un rôle dans les interactions avec 
d’autres protéines (§3.3.1). 
 
2.2 Domaines activateurs et répresseurs de l’activité transcriptionnelle 
La plupart des protéines MYB sont prédites pour être des activateurs transcriptionnels  avec un 
domaine de trans-activation acide dans sa partie C-terminale, homologue à celui du gène c-MYB 
(Weston, 1998). Il est déterminé par une hélice -amphiphile prédite comme un domaine d’activation de 
Figure 43 : Relations phylogénétiques entre les protéines MYB à 2 ou 3 répétitions chez Arabidopsis 
thaliana (Stracke et al., 2001). 
Les facteurs AtMYB de type R2R3 et 3R sont listés ici de même que quelques facteurs MYB « repères »
provenant d’autres espèces (ZmMYBC1, AmMYBMIXTA, AmMYBPHAN, HvMYBGA, NtMYB1, PhMYBAN2 et 
Mmc-Myb). Ces protéines ont été regroupées grâce au programme PHYLIP (Felsenstein, 1995) et les motifs 
communs détectés en utilisant MEME (Bailey et Elkan, 1994). X; n’importe quel résidu acide-aminé.
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la transcription (Ptashne, 1988). L’activité de trans-activation de nombreux facteurs MYB a été testée in 
vitro par simple hybride chez la levure (Goff et al., 1992; Quattrocchio et al., 2006; Zhang et al., 2009; 
Zhong et al., 2007). Une étude montre que le domaine putatif de trans-activation est bien activateur. En 
effet,  l’activité transcriptionnelle de délétions successives de la protéine AtMYB118 a été testée chez la 
Levure, permettant de définir in vitro un domaine de 36 acides aminés en C-terminal essentiels pour cette 
activité (Zhang et al., 2009).  En outre, il faut noter que les séquences des régions C-terminales sont peu 
conservées, ceci étant certainement lié à des spécificités fonctionnelles (Stracke et al., 2001). 
La plupart des protéines MYB sont décrites comme étant des activateurs transcriptionnels, comme 
nous l’avons vu ci dessus. Cependant certains gènes MYB sont des répresseurs et un bon nombre d’entre 
eux possède un double rôle d’activateur et de répresseur. Par exemple, C-Myb possède un domaine de 
régulation négative ou DRN placé en C-terminal du domaine de transactivation (Figure 42). Son action se 
traduit par une inhibition de l’activation de gènes (Sakura et al., 1989). De plus, un autre domaine de type 
Leucine Zipper (LZ), placé également en C-terminal, joue un rôle similaire de répresseur (Kanei-Ishii et 
al., 1992). Il faut noter qu’aucun facteur MYB végétal ne possède de tels domaines. Néanmoins, les gènes 
AmMyb305 d’Anthirrhinum et son orthologue chez Arabidopsis AtMYB4 régulent l’accumulation d’esters 
protecteurs d’UV en réprimant le gène codant une enzyme clé, la cinnamate-4-hydrolase (C4H) (Jin et al., 
2000). De même, AtMYB32 est capable de réprimer le gène COMT chez Arabidopsis. Il est intéressant de 
noter que ces répresseurs appartiennent tous au même sous-groupe 4. Les caractéristiques communes de 
ces gènes sont l’existence d’un motif conservé pdLNLD/ELxiG/S et d’un domaine putatif en doigt de zinc 
dans la partie C-terminale de ces protéines. On peut donc supposer que ces domaines seraient répresseurs 
de la transcription (Du et al., 2009). 
  
 
2.3 Les séquences de localisation nucléaire 
Afin de pouvoir activer la transcription de gènes cibles, les facteurs de transcription doivent être 
localisés dans le noyau. Pour cela, on trouve fréquemment chez ces TF une séquence d’adressage au 
noyau, telle NLS (Nuclear Localization Signal) au sein des répétitions MYB (Lipsick, 1996). Des 
expériences de localisation subcellulaire in vivo ont été réalisées avec l’aide de la protéine fluorescente 
GFP (Green Fluorescent Protein) ou de ses dérivés, montrant une localisation nucléaire des facteurs de 
transcription de type MYB (Carre and Kim, 2002; Nesi et al., 2001; Seo et al., 2009; Zhong et al., 2008). 
 
 
2.4 Des motifs d’acides aminés conservés en C-terminal  
Chez les gènes MYB R2R3, la plus forte homologie de séquence se situe au niveau du domaine 
MYB. Néanmoins, quelques courts motifs de séquences (5 à 20 acides aminés) communs à plusieurs 
MYB R2R3 se répartissent dans la région C-terminale. Ces motifs spécifiques ont été utilisés pour réaliser 
une classification en 24 sous-groupes de la famille des gènes MYB R2R3 (Stracke et al., 2001) (Figure 
43). Ils pourraient constituer des domaines de régulation de ces TF et contribuer à la spécificité de 
fonction de certains sous-groupes de gènes (cf exemple ci-dessus). 
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3. La régulation de l’activité des TF de type MYB 
Comme d’autres types de facteurs de transcription (WRKY, ERF,…), l’activité des facteurs MYB 
doit être finement contrôlée. Différents niveaux de régulation sont mis en place : un contrôle 
transcriptionnel de l’expression des gènes MYB (§3.1) faisant intervenir parfois des cascades de TF 
comme dans le modèle des WRKY déjà décrit, un contrôle post-transcriptionnel faisant intervenir 
notamment les petits ARN (§3.2) et enfin un contrôle post-traductionnel régulant l’activité des facteurs 
transcriptionnels par la formation de complexes protéiques activateurs ou répresseurs, ou par 
l’établissement de modifications intra-moléculaires (§3.3). 
 
 
3.1 Régulation transcriptionnelle  
A la différence des facteurs MYB animaux qui présentent une expression ubiquitaire, il semble 
que chaque gène MYB végétal soit hautement régulé aux niveaux spatio-temporels. Par exemple, les gènes 
AtMYB46 et AtMYB21 sont détectés uniquement dans les siliques et les boutons floraux respectivement 
(Shin et al., 2002). Certains TF sont exprimés dans tous les tissus, à l’image du gène AtMYB32, mais avec 
des différences quantitatives fortes : AtMYB32 est en effet exprimé plus fortement dans les anthères, les 
papilles stigmatiques et le primordium des racines latérales. Sa mutation conduit à la synthèse d’un pollen 
anormal et une stérilité mâle partielle (Preston et al., 2004). L’expression de certains gènes MYB peut être 
liée à un stimulus précis tel que AtMYB41 induit en réponse à un stress hydrique et à un traitement avec 
l’acide abcissique (ABA) (Cominelli et al., 2008), ou AtMYB30 induit en réponse à une attaque pathogène 
(Vailleau et al., 2002). Néanmoins, les mécanismes moléculaires qui sous-tendent cette expression tissu-
spécifique restent peu connus.  
De nombreuses études montrent que les gènes WRKY sont fonctionnellement connectés entre eux 
formant un réseau transcriptionnel complexe impliquant des boucles de rétrocontrôle positif et négatif, de 
façon à moduler la réponse des plantes aux agents pathogènes (pour revue (Eulgem and Somssich, 2007)). 
Ce n’est que récemment que l’hypothèse d’un réseau transcriptionnel impliquant une hiérarchisation des 
facteurs MYB a été avancée (Zhong et al., 2008). Dans ce réseau de TF, impliqué dans la régulation de la 
biosynthèse de la paroi secondaire,  SND1 (Secondary Wall-Associated NAC Domain Protein1) agit 
comme le régulateur principal du réseau car il est capable d’activer le programme complet nécessaire à la 
mise en place de la paroi secondaire (Zhong et al., 2006). MYB46 est une cible direct de SND1, qui 
jouerait également la fonction de régulateur clé bien qu’à un autre niveau car il est capable d’activer 
d’autres gènes MYB qui activent à leur tour le programme de biosynthèse de la paroi secondaire (Zhong 
et al., 2007). SND1 exerce donc ses fonctions par activation de plusieurs cibles directes appartenant à une 
cascade transcriptionnelle de facteurs MYB. De plus, des mécanismes de rétrocontrôle positif ont été 
envisagés pour la régulation des gènes NtmybA1 et NtmybA2. En effet, la présence sur leur promoteur de 
boîte MSA, cis-élément caractéristique de ces facteurs de transcription, laisse supposer que soit NtmybA1 
et NtmybA2 sont capables de s’auto-activer en se liant à leur propre promoteur, soit chacun active 
l’expression de l’autre (Ito, 2005). Ces résultats suggèrent donc que les facteurs MYB peuvent se réguler 
entre eux et participer à des cascades transcriptionnelles interconnectées.  
 
 
 
Figure 44: Modèle hypothétique du mode d’action des facteurs MYB LHY et CCA1 dans le contrôle des 
rythmes circadiens (D’après Alabadi et Kim, 2003).
Les gènes LHY et CCA1 sont transcrits pendant la nuit sous l’action de TOC1 et sont traduits après une 
stimulation lumineuse. Les 2 protéines interagissent et se lient au promoteur de TOC1 réprimant ainsi sa 
transcription. Le taux des protéines CCA1 et LHY diminue au cours de la journée pour permettre la dérépression
du promoteur de TOC1 au début de la nuit. Cette régulation croisée entre LHY, CCA1 et TOC constitue le 
mécanisme central de la régulation des rythmes circadiens chez Arabidopsis.
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3.2 Régulation post-transcriptionnelle 
L’épissage alternatif des ARN pré-messagers est un mécanisme élégant qui permet de générer 
plusieurs protéines à partir d’un seul transcrit. Il joue un rôle important dans la régulation des protéines et 
en particulier dans celle des facteurs de transcription. Dans les cellules animales, les gènes MYB sont 
soumis à un épissage alternatif. Par exemple, on peut trouver différentes formes épissées de l’ARN c-MYB 
dans les cellules normales ou tumorales chez la souris (Shen-Ong, 1987). Chez Arabidopsis, 2 facteurs de 
type MYBR2R3, AtMYB59 et AtMYB48 sont épissés alternativement produisant ainsi 4 transcrits 
différents pour chacun des gènes (Li et al., 2006b). Ce mécanisme d’épissage est très conservé entre les 2 
gènes d’Arabidopsis ainsi que deux autres gènes du Riz. Dans ce travail, les auteurs ont montré que 
l’épissage alternatif influence la fonction de ces gènes de plusieurs façons :  
- soit en affectant la capacité de liaison des différentes formes sur leurs gènes cibles. En effet les 
4 protéines sont modifiées dans leur domaine MYB, allant jusqu’à la production d’une protéine 
ne contenant qu’une seule répétition MYB.  
- soit en modifiant la localisation subcellulaire des protéines. En effet, l’épissage alternatif peut 
affecter les séquences de localisation nucléaire. 
- soit en modulant l’expression tissu-spécifique des différentes formes. 
 
La découverte des petits ARN chez les plantes a permis de mettre en évidence de nouveaux 
mécanismes de régulation de l’expression génique. Par exemple, l’expression des gènes de type MYB 
peut être réprimée par une classe de petits ARN. Ces microARN (miRNA) possèdent une séquence 
d’environs 20 à 22 nucléotides et ciblent spécifiquement par appariement des bases des ARNm soit en 
réprimant leur traduction, soit en les clivant (Bartel, 2004). Ces miRNA régulent des aspects importants 
du développement des plantes (Jones-Rhoades et al., 2006). Par exemple, le gène AtMYB33 contient une 
séquence ciblée par un micro ARN miR159. Lorsque cette séquence est mutée, la spécificité d’expression 
tissulaire de MYB33 dans les anthères est largement modifiée, causant de graves défauts de 
développement de la plante. Il semblerait donc que la régulation de MYB33 par miR159 soit cruciale pour 
un développement correct (Millar and Gubler, 2005). 
 
 
3.3 Régulations post-traductionnelles 
3.3.1 Formation de complexes protéiques nécessaire à l’activation des gènes 
Chez les eucaryotes, les interactions combinées entre plusieurs TF jouent un rôle central dans la 
régulation de l’expression des gènes. Ces interactions peuvent moduler l’activité du TF ou contribuer à la 
spécificité biologique de ces TF. 
 
 Homodimérisation de type MYB-MYB  
Comme d’autres facteurs de transcription, il semble que certains facteurs MYB soient capables de 
former des homodimères comme le facteur MYBR2R3 TT2 (Baudry et al., 2004) ou d’interagir entre eux 
tels les facteurs MYB1R CCA1 et LHY (Lu et al., 2009), via une interaction entre deux domaines MYB.  
A ce jour, la formation d’hétérodimères entre deux facteurs MYB a été mise en évidence uniquement pour 
les facteurs de type MYB1R au cours du contrôle des rythmes circadiens. En effet, les facteurs CCA1 et 
LHY sont capables d’interagir in planta lorsqu’ils sont ensemble dans le noyau (Lu et al., 2009) pour 
Figure 46: Fonctionnement des complexes activateurs et répresseurs au cours de la formation des 
trichomes chez Arabidopsis (D’après Zhao et al., 2008).
Dans les cellules de trichome, les répresseurs (en orange) sont directement activés par le complexe activateur 
(en vert) et se déplacent dans les cellules voisines. Les inhibiteurs bloquent l’activité transcriptionnelle soit en 
réprimant directement le gène GL1, soit par compétition avec GL1 pour la liaison au bHLH. Par conséquent, 
l’expression des gènes cibles (en jaune) diminue et la formation des trichomes n’est pas déclenchée dans les 
cellules voisines.
Cellule adjacente
TCL1
TCL1
Figure 45 : Les protéines bHLH, MYB et à répétions WD40 et leur rôle dans le contrôle de la différenciation des 
cellules épidermiques chez Arabidopsis (D’après Ramsay et al., 2005). 
TTG1 (protéine à répétitions WD40, cercle bleu) est impliquée dans tous les programmes de différenciation des 
cellules épidermiques, de concert avec les protéines bHLH (en rouge) GL3, EGL3 et TT8, qui entre eux ont une 
similarité de séquence forte. A leur tour, ces bHLH interagissent avec des protéines MYB-R2R3 (en vert) très 
différentes l’une de l’autre et qui sont spécifiques d’une forme de différenciation, ou avec une protéine MYBR1, pour 
former un complexe de transcription inactif.
Lignées de cellules 
autres que poils 
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bloquer la transcription d’autres gènes (Figure 44). Ainsi, la traduction des protéines CCA1 et LHY est 
activée à l’aube par la lumière, les protéines s’accumulent et forment un hétérodimère qui va encombrer le 
promoteur du gène TOC1, dont l’expression chute. Par conséquent, le niveau d’expression de LHY et 
CCA1 diminue qui libèrent ainsi le promoteur de TOC1 pendant la nuit, ce qui va provoquer une 
accumulation des transcrits CCA1 et LHY pour recommencer un nouveau cycle.  
 
 Interaction MYBR2R3-bHLH-WD : activatrice de la transcription 
Chez les plantes, la régulation de l’expression des gènes de biosynthèse des flavonoïdes par la 
coopération de 2 TF de type MYBR2R3 et bHLH (basic helix-loop-helix) est un des exemples les mieux 
décrits prouvant le rôle des interactions protéine-protéine dans la régulation de l’activité 
transcriptionnelle. La première interaction entre MYB-R2R3 et bHLH fut décrite chez le Maïs entre les 
protéines ZmC1 (MYBR2R3) et ZmR activant les gènes de biosynthèse des anthocyanes (Goff et al., 
1992). Ce mécanisme est conservé dans l’ensemble du règne végétal (Antirrhinum majus, Petunia 
hybrida, Arabidopsis thaliana). Ainsi, alors que les facteurs TT2 et TT8 (respectivement MYBR2R3 et 
bHLH) ne sont pas capables seuls d’activer le promoteur cible BAN, la constitution du complexe TT2/TT8 
permet la liaison à l’ADN du promoteur de BAN (Baudry et al., 2004). Il a par ailleurs été découvert 
d’autres régulateurs, des protéines de type WD40, essentielles pour ce complexe protéique : AN11 chez 
Petunia hybrida (de Vetten et al., 1997), TTG1 chez Arabidopsis thaliana (Sompornpailin et al., 2002). 
Chez Arabidopsis thaliana, la protéine TTG1 n’est pas nécessaire à la reconnaissance du promoteur BAN 
par le complexe TT2/TT8, mais influence de manière quantitative l’efficacité d’activation de la 
transcription par le même complexe (Baudry et al., 2004). De plus il a été démontré l’interaction in vitro 
de ces 3 protéines par des expériences de triple hybride chez la levure (Baudry et al., 2004). 
Ce mécanisme n’est pas unique. En effet, le facteur WD40 TTG1 est non seulement impliqué 
dans la régulation du métabolisme des flavonoïdes, mais également dans de nombreux processus de 
différenciation des cellules (organogénèse des trichomes, biosynthèse du mucilage de l’enveloppe de la 
graine) (Ramsay and Glover, 2005). Le schéma général est donc : dans un premier temps le facteur bHLH 
se lie au WD40, puis un facteur MYB spécifique d’une voie de différenciation cellulaire vient s’associer 
au complexe bHLH-WD40 et détermine ainsi le devenir de la cellule (Figure 45). 
 
 Une interaction pas toujours activatrice 
Les petits TF MYB1R TRY, CPC, ECT1 et ECT2 inhibent la formation des trichomes. De plus, 
ces MYB1R sont capables de se lier au complexe TTG1/GL2 (WD/bHLH complexe) (Esch et al., 2003; 
Hulskamp et al., 1994; Wada et al., 1997). Ils empêchent la formation de certains complexes fonctionnels 
MYB R2R3-bHLH-WD en entrant en compétition avec les facteurs MYB R2R3 pour la liaison avec le 
facteur bHLH. Par ailleurs, ces gènes MYB1R sont des cibles directes du complexe activateur 
TTG1/GL3/GL1 (Zhao et al., 2008), suggérant des boucles de rétrocontrôle de cette voie. Récemment un 
autre régulateur de la formation des trichomes TCL1, codant pour un facteur de type MYB1R, a été 
identifié (Wang et al., 2007). De façon intéressante, les auteurs montrent par des approches moléculaires 
et génétiques que TCL1 est capable de réprimer directement la transcription du gène GL1, nécessaire à 
l’activation de la formation des trichomes. Ces mécanismes de répression, par compétition au niveau du 
complexe ou par répression directe de l’expression d’un gène, permettent ainsi de réguler l’activité 
transcriptionnelle du complexe (Figure 46).  
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 Domaines d’interaction 
 Les interactions entre MYB, bHLH et WD ont été démontrées dans la plupart des cas par triple 
hybride chez la Levure. Zhao et collaborateurs ont validé in vivo la co-localisation nucléaire des 3 
protéines (TTG1/GL1/GL3 (WD, MYBR2R3 et bHLHL respectivement)), ainsi que l’interaction des 3 
protéines in planta par co-immunoprécipitation (Zhao et al., 2008). Les domaines d’interaction entre les 
protéines MYB et bHLH sont désormais connus. La répétition R3 du domaine MYB de la protéine GL1 
est responsable de la liaison au bHLH GL3 (Wang and Chen, 2008). Ce dernier se lie par un motif 
conservé ([DE]Lx2[RK]x3Lx6Lx3R) (Zimmermann et al., 2004), également conservé dans l’interaction 
ZmC1 et ZmR du Maïs (Grotewold et al., 2000) ou chez le Pétunia (Quattrocchio et al., 2006). Par 
ailleurs, GL3 se lie à GL1 par sa partie N-terminale.  
 
3.3.2 Modifications post-traductionnelles 
 Phosphorylation 
Une des modifications post-traductionnelles les plus connues est la phosphorylation. En effet, 
l’état de phosphorylation d’une protéine modifie son activité. Chez les animaux, le facteur B-Myb est 
phosphorylé par des cyclines/CDK kinases, libérant ainsi B-Myb du complexe formé avec des co-
répresseurs et pouvant ainsi activer ses gènes cibles (Sala, 2005). De plus, cet état de phosphorylation de 
la protéine aide à l’acétylation du co-activateur CBP qui est requise pour une meilleure activation de la 
transcription (Johnson et al., 2002). Chez les plantes, la protéine NtMYBA2, dont la structure est similaire 
à celle des MYB animaux, est phosphorylée par un complexe de cyclines/CDK kinases spécifiques (Haga 
et al., 2007). En outre, ce mécanisme est aussi conservé chez les autres classes de MYB :  
- La liaison à l’ADN et la dégradation de CCA1 sont contrôlées par l’état de phosphorylation de la 
protéine par la kinase CK2 (Daniel et al., 2004). 
- La phosphorylation de la sérine 236 de la protéine PtMYB4 de type MYB R2R3 par la protéine 
kinase PtMAPK6 ne semble pas affecter la liaison à l’ADN du facteur mais diminue clairement 
son activité transcriptionnelle (Morse et al., 2009). 
 
 Sumoylation et ubiquitination 
La SUMOylation et l’ubiquitination sont des modifications post-traductionnelles clé dans la 
stabilisation ou la dégradation des protéines. Des études montrent leurs rôles dans la régulation des 
facteurs MYB animaux. B-Myb à l’état phosphorylé interagit avec une ubiquitine ligase SKP2 conduisant 
ainsi à sa dégradation par le protéasome (Charasse et al., 2000). Il a été montré d’autre part que la 
formation de complexes activateurs avec C-Myb était inhibée par SUMOylation (fixation d’une petite 
protéine SUMO « small ubiquitin-related modifier » sur un résidu lysine) (Verger et al., 2003). 
Chez les plantes, le facteur MYB PHR1 qui est impliqué dans l’adaptation à une carence en 
phosphate, est pour sa part la cible de la SUMO ligase AtSIZ1 (Miura et al., 2005). De même, le facteur 
AtMYB30 est cible de SUMOylation et les résidus lysine qui sont SUMOylés ont été caractérisés par LC-
MS/MS (Okada et al., 2009). Cependant, le rôle biologique de la SUMOylation de PHR1 ou AtMYB30 
reste encore à élucider, celle-ci pouvant réguler l’activité transcriptionnelle ou la stabilité des protéines. 
De façon intéressante, l’ubiquitination par la E3 ligase COP1 des facteurs LAF1 et HFR1, impliqués dans 
la signalisation du phytochrome A, est inhibée par l’interaction protéique des 2 facteurs conduisant ainsi à 
leur stabilisation (Jang et al., 2005). 
INTRODUCTION 
Chapitre IV : Les facteurs de transcription de type MYB 
 
 71
 
 
4. Quelles cibles pour les facteurs MYB ?  
La recherche des cibles directes est une question majeure pour l’étude du mode d’action d’un 
facteur de transcription. Alors qu’une recherche de séquences cis présentes sur les promoteurs peut 
s’avérer fructueuse pour l’identification de gènes cibles de TF tels que les ERF ou les WRKY (Eulgem, 
2004; Singh et al., 2002), cette approche peut se révéler insuffisante dans la recherche de gènes cibles de 
facteurs MYB. En effet, comme nous l’avons évoqué précédemment, il n’y pas véritablement de 
séquences spécifiques de liaison des MYB à leurs promoteurs cibles. D’autres approches ont donc été 
réalisées et combinées, afin d’identifier des cibles de facteurs MYB. 
Afin d’identifier sans a priori les cibles d’un facteur de transcription, et plus particulièrement des 
facteurs MYB, une analyse transcriptomique par micro-array peut s’avérer fructueuse. Par exemple des 
gènes cibles de NtmybA2 ou de MYB118 ont pu être identifiés, par exemple les gènes LEA (Late 
Embryogenesis abundant) pour NtE2C impliqué dans la phase G2/M du cycle cellulaire (Kato et al., 
2009; Zhang et al., 2009). Néanmoins, parmi les gènes identifiés par analyse transcriptomique, il est 
impossible de discriminer les gènes directement régulés de ceux qui le sont indirectement. C’est pourquoi 
des expériences de liaison à l’ADN complètent souvent ces analyses (simple hybride, gel retard).  
De nombreuses cibles directes de facteurs MYB ont été identifiées par des approches sans a 
priori, par exemple à l’aide de plantes transgéniques exprimant le facteur fusionné au récepteur 
glucocorticoïde GR ou récepteur à œstrogène (HER) (Baudry et al., 2004; Spelt et al., 2000; Zhong et al., 
2008; Zhou et al., 2009). La fusion avec le récepteur GR ou HER permet le contrôle de la localisation 
subcellulaire de la protéine chimérique en la retenant dans le cytoplasme. Le déxaméthasone (DEX) ou 
l’œstrogène, se liant au récepteur glucocorticoïde, permet la translocation de la protéine dans le noyau et 
l’activation des gènes cibles du facteur étudié (Schena et al., 1991). Un traitement avec le DEX et le 
cycloheximide (CHX), un inhibiteur de la synthèse protéique, permet d’identifier les cibles directes (ou 
tout du moins indépendantes de la synthèse protéique) du facteur. En effet, alors que les gènes SND2, 
SND3, MYB103, MYB52, MYB54, KNAT7, MYB85 et MYB42 sont tous induits dans les lignées 
surexprimant SND1 et dans les lignées traitées aux œstrogènes surexprimant SND1 fusionné au récepteur 
HER, seules les gènes SND3, MYB103 et KNAT7 sont induits  dans les lignées SND1-HER traitées aux 
œstrogènes et au CHX, suggérant que les cibles directes de SND1 sont SND3, MYB103 et KNAT7 et que 
les autres gènes sont des cibles indirectes (Zhong et al., 2008). 
Cependant les résultats obtenus par cette technique doivent être validés par des expériences in 
vitro et/ou in vivo de liaison à l’ADN du TF sur le promoteur cible afin de s’assurer de la spécificité de la 
cible. Par exemple, l’utilisation de lignées inductibles GR a permis d’identifier que le TF MYB 
WEREWOLF (WER) active directement la transcription du gène CAPRICE (CPC) au cours de la 
différenciation cellulaire dans l’épiderme des racines d’Arabidopsis (Ryu et al., 2005). Deux éléments cis, 
Ces exemples laissent entrevoir la complexité de la régulation de l’activité des facteurs 
MYB qui fonctionnent en réseaux, suggérant la mise en place de rétrocontrôles positif et 
négatif soit au niveau transcriptionnel, soit au niveau post-traductionnel par la formation de 
complexes protéiques. De plus comme dans le modèle animal, les modifications 
intramoléculaires semblent jouer un rôle important dans la régulation des facteurs MYB 
végétaux. 
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nommés WER-binding site (WBSI et WBSII) ont été identifiés dans le promoteur de CPC par gel retard 
et confirmé dans la levure par simple hybride (Ryu et al., 2005). De même, le gène BANYULS (BAN) a été 
identifié comme cible directe du complexe transcriptionnel TT2-TT8-TTG1, et validé par des expériences 
de trans-activation du promoteur de BAN fusionné au gène rapporteur GUS, par expression transitoire 
dans des protoplastes d’Arabidopsis (Baudry et al., 2004). 
La méthode d’immunoprécipitation de chromatine (Chromatin ImmunoPrecipitation - ChIP) 
permet désormais l'étude des protéines interagissant avec la molécule d'ADN. Contrairement aux 
techniques d'étude des interactions protéines - ADN, l'ADN utilisé ici est directement récupéré in vivo ce 
qui a l’avantage d'avoir une idée plus réaliste des processus à l'œuvre dans les cellules lors de l'initiation 
de la transcription. Cette méthodologie consiste à réaliser une liaison covalente in vivo des protéines à 
l'ADN, en général par l'utilisation de formaldéhyde. L’ADN est ensuite extrait, découpé, sélectionné à 
l’aide d’un anticorps spécifique du TF d’intérêt, puis les complexes ADN-protéine-anticorps sont 
précipités. Enfin, le complexe ADN-protéine est dissocié afin de ne garder que l'ADN. Une Q-RT-PCR 
est alors réalisée pour identifier des sites de fixation de facteurs de transcription connus et vérifier leur 
présence ou leur absence. Cette méthode a permis d’identifier des régulateurs de gènes MYB comme 
MYB46 qui est une cible directe de SND1 ou MYB30 qui est une cible directe de BES1 (bri1-
Ethylmethane Sulphonate suppressor 1) impliqué dans la réponse aux stéroïdes (Li et al., 2009; Zhong et 
al., 2007). La méthode ChIP peut être suivie d’une analyse sans a priori (i) avec une puce à ADN (ChiP-
chip) ou (ii) avec  un séquenceur haut débit (ChiP-Seq) permettant d’identifier les sites de fixation du TF 
(Massie and Mills, 2008). L’analyse par ChIP s’avèrent un outil puissant, les gènes cibles de 
AGAMOUS-Like 15, protéine à domaine MADS, ou du bHLH PIL5, ont ainsi pu être identifiés sur 
l’ensemble du génome d’Arabidopsis (Oh et al., 2009; Zheng et al., 2009). 
Les gènes MYB de type R2R3 forment une famille multigénique de grande taille 
chez Arabidopsis, présentant de fortes homologies avec les MYB des vertébrés. Leur domaine 
MYB de liaison à l’ADN est très conservé, alors que leur partie C-terminale est plus variable. 
De plus il semble que la régulation de l’activité des facteurs MYB soit extrêmement complexe 
faisant intervenir en combinaison des modifications post-traductionnelles variées et des 
interactions protéine-protéine.  
AtMYB30, identifié antérieurement, a constitué l’un des tout premiers cas de l 
facteurs MYB  végétaux impliqués dans la réponse aux agents pathogènes. L’analyse 
fonctionnelle qui a suivi son isolement a en effet démontré son rôle dans la mise en place de la 
HR en réponse à divers agents pathogènes (chapitre V). 
Tableau 7 : Liste et fonctions putatives des 
clones hsr (D’après Lacomme et Roby, 1999)
Figure 47 : Stratégie de clonage des gènes hsr
(D’après Lacomme et Roby, 1999)
Figure 48 : Analyse par RT-PCR de l’expression d’AtMYB30 en réponse à la souche Xcc147 (D’après 
Daniel et al., 1999)
A. Expression d’AtMYB30 dans l’écotype résistant Col-0 en réponse à une inoculation avec l’eau et avec la 
souche Xcc147.
B. Expression d’AtMYB30 dans l’écotype sensible Sf-2 en réponse à une inoculation avec l’eau et avec la 
souche Xcc147.
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Chapitre V : AtMYB30, un régulateur positif 
de l’initiation de la HR 
 
 
1. Travaux antérieurs 
 
1.1 Identification d’AtMYB30 
Dans l’objectif de rechercher des gènes impliqués dans les phases précoces de la mise en place de 
la HR chez Arabidopsis en réponse Xanthomonas campestris pv campestris (Xcc, souche avirulente 147), 
une stratégie de criblage différentiel a été utilisée (Daniel et al., 1999). Des suspensions de cellules 
d’Arabidopsis ont été traitées pendant 1 heure au cycloheximide afin de bloquer la synthèse protéique. Ce 
premier traitement avait pour objectif de sélectionner les gènes induits en absence de synthèse protéique 
après l’infection. Les cellules ont été ensuite incubées pendant 1h avec la souche avirulente 147 d’Xcc. 
Les ARN extraits de ces cellules ont servi à produire une banque d’ADNc,  ensuite criblée 
différentiellement avec des sondes issues des mêmes ARN et des sondes issues de cellules inoculées avec 
une souche de Xcc ne provoquant pas de HR (souche 8B2, délétée du cluster hrp) (Figure 47). 27 clones 
d’ADNc ont ainsi été identifiés, séquencés et nommés Athsr. Ceux-ci correspondent à 7 familles de gènes 
différentes (tableau 7) dont l’une (Athsr1), ne comprend qu’un clone qui présente de fortes homologies 
avec les facteurs de transcription de type MYB. Il a été renommé AtMYB30.   
 
1.1.1 AtMYB30 est associé spécifiquement à l’initiation de la HR 
L’analyse de l’expression du gène AtMYB30 a montré que ce gène est exprimé précocement et de 
manière spécifique et transitoire lors des premières étapes de la HR. En effet, alors qu’aucune expression 
d’AtMYB30 n’a pu être détectée par RT-PCR lors d’une interaction compatible, AtMYB30 est exprimé 
dans l’écotype résistant Col-0 inoculé par la souche 147 (déclenchement de la HR) (Figure 48). Cette 
expression est transitoire et précoce puisque le transcrit d’AtMYB30 n’est détecté qu’entre 1 et 2h après 
inoculation, les premiers symptômes de la HR étant visibles 24 h post-inoculation dans ce pathosystème. 
Le même profil d’expression a été observé avec Pst, un autre agent pathogène bactérien (Daniel, 1999). 
Par ailleurs, afin d’évaluer la relation pouvant exister entre l’expression d’AtMYB30 et 
l’initiation/propagation de la mort cellulaire, son expression a été examinée dans des mutants « lésions 
spontanées » d’initiation (lsd4, lsd5) ou de propagation (lsd1). Les résultats montrent que l’expression 
d’AtMYB30 est associée à l’initiation de la HR. Aucune expression n’est détectée chez des mutants 
suppresseurs de ces mutations, indiquant que cette activation est en lien étroit avec le phénotype mort 
cellulaire des mutants lsd testés. A l’opposé, le mutant lsd1, altéré dans la propagation de la mort 
cellulaire, ne présente pas d’expression d’AtMYB30 détectable par RT-PCR. Ceci suggère qu’AtMYB30 
serait étroitement associé à l’initiation de la mort cellulaire plutôt qu’à sa propagation. 
 
Figure 49 : Phénotype des lignées transgéniques AtMYB30ox et AtMYB30as (D’après Vailleau et al., 2003).
A. Lignées transgéniques de Tabac inoculées par la souche avirulente GMI1000 de Ralstonia solanacearum à
5.107 UFC/mL (1), 107 UFC/mL (2) et 5.106 UFC/mL (3) par la souche virulente K60 à 5.107 UFC/mL (4) et par 
de l’eau (5). 
B. Phénotype des lignées transgéniques d’Arabidopsis après inoculation par les souches d’Xcc avirulente (147) 
ou virulente (8004), à 108 UFC/mL et après inoculation par Pst DC3000 ou Pst DC3000/avrRpm1 à 107 UFC/mL.
B
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1.1.2 Expression d’AtMYB30 et autres programmes de mort cellulaire 
AtMYB30 intervient-il uniquement au cours de la HR ou également lors de programmes de mort 
cellulaire associés au développement ? Pour le savoir, des tests d’expression par RT-PCR ont été réalisés 
et montrent qu’AtMYB30 n’est exprimé de façon détectable dans aucun des organes testés chez une 
plante adulte. Il ne semble pas non plus induit dans des feuilles sénescentes et seules les étapes très 
précoces du développement de la plantule font appel à une expression notable d’AtMYB30 (Daniel, 
1999). De plus, des plantes transgéniques possédant la construction pAtMYB30:GUS ont été générées 
(Fabienne Vailleau, données non publiées) afin d’identifier les tissus et programmes de différenciation ou 
de mort cellulaire qui feraient appel à l’expression d’AtMYB30. La détection de l’activité GUS chez ces 
lignées a été réalisée (Marie Christine Auriac, données non publiées). Ces observations confirment 
l’induction de l’expression d’AtMYB30 au cours de la HR et indiquent que ce facteur de transcription 
pourrait être impliqué également dans les PCD associées à la formation des éléments trachéaires et dans 
l’embryogenèse. 
 
1.2 AtMYB30 est un régulateur positif de la HR  
1.2.1 Etude du rôle d’AtMYB30 par transgénèse  
Afin de déterminer la fonction d’AtMYB30 au cours de la Réponse Hypersensible, des plantes 
transgéniques de Tabac et d’Arabidopsis dans lesquelles l’expression d’AtMYB30 est modifiée ont été 
générées (Lorrain et al., 2003). Les constructions utilisées pour transformer les plantes contiennent 
l’ADNc d’AtMYB30 placé en orientation sens (plantes AtMYB30ox) ou antisens (plantes AtMYB30as) 
sous contrôle d’un promoteur constitutif (35S du CaMV). L’analyse du phénotype de ces lignées a montré 
que la sur-expression d’AtMYB30 a plusieurs effets sur la HR (Figure 49): 
(i) Les symptômes visibles de la HR apparaissent plus rapidement et sont plus intenses en réponse 
à des souches avirulentes de bactéries pathogènes (Ralstonia a été utilisée sur le Tabac et Xcc et Pst 
sur Arabidopsis).  
(ii) Ces symptômes sont corrélés à une augmentation et une accélération de la mort cellulaire en 
réponse à un agent pathogène avirulent chez les lignées AtMYB30ox, 
(iii) et à une limitation de la croissance des bactéries virulentes ou avirulentes chez ces plantes, 
indiquant une résistance accrue, 
(iv) ainsi qu’à une expression plus précoce et plus forte de gènes marqueurs de défense. 
(v) Une réponse de type HR like est observée en réponse à des souches virulentes 
Les lignées dont le niveau d’expression d’AtMYB30 est réduit, présentent les phénotypes inverses. 
De plus, un phénotype plus inattendu associé au développement de la plante a également été 
observé. Les plantes AtMYB30ox de Tabac présentent en effet une floraison et une sénescence foliaire 
retardées, alors que ces processus sont accélérés chez les plantes AtMYB30as (Daniel, 1999). Les lignées 
transgéniques d’Arabidopsis montrent les mêmes phénotypes développementaux. 
 
1.2.2 Placement d’AtMYB30 dans les voies de transduction menant à la HR et à la 
résistance 
Dans le but de déchiffrer d’une part la régulation par AtMYB30 des différentes voies de 
signalisation SA, JA et ET, et d’autre part pour déterminer si ces voies pouvaient réguler l’expression 
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d’AtMYB30, différents croisements entre AtMYB30ox et des mutants affectés dans ces voies ont été 
analysés, ainsi que divers tests d’expression et de mesure de l’accumulation de marqueurs de défense ont 
été réalisés. Il apparaît qu’AtMYB30 joue un rôle central dans la signalisation SA pour le contrôle de la 
mort cellulaire (Raffaele et al., 2006). En effet, au cours d’une interaction incompatible, l’expression 
d’AtMYB30 est dépendante de l’accumulation de SA de façon NPR1-indépendante. La dérégulation de 
l’expression d’AtMYB30 dans les plantes AtMYB30ox, AtMYB30as ou AtMYB30ko, module le niveau de 
SA et l’expression des gènes associés à SA. De plus, des mutants altérés dans l’accumulation de SA 
(nahG, sid1, sid2), mais pas ceux affectés dans la signalisation médiée par SA (npr1), abolissent le 
phénotype « HR accélérée » conféré par la surexpression d’AtMYB30. Ces résultats suggèrent 
qu’AtMYB30 est impliqué dans la boucle d’amplification de SA ou dans la cascade de signalisation qui 
module la voie de biosynthèse de SA, qui à son tour module la mort cellulaire (Figure 19) (Raffaele et al., 
2006). 
Par ailleurs, il semble qu’AtMYB30 agirait en amont des voies ET et JA et participerait à l’antagonisme 
qui existe entre celles-ci. Nous l’avons vu, AtMYB30 aurait un effet positif sur la voie JA, qui se traduit 
notamment par l’activation des gènes marqueurs qui lui sont spécifiquement associés comme VSP1 ou 
LOX3. A l’inverse, AtMYB30 exerce un effet négatif sur la voie associée à l’éthylène caractérisé par une 
diminution de l’expression des gènes ERF1, PDF1 et PR4. L’éthylène aurait un faible effet inhibiteur sur 
la transcription d’AtMYB30 (Raffaele et al., 2006).  
 
1.2.3 Un rôle d’AtMYB30 dans les voies de signalisation des brassinostéroïdes ? 
 Récemment, Li et collaborateurs ont proposé qu’AtMYB30 pourrait être une cible directe du 
facteur de transcription BES1, qui est un activateur transcriptionnel de la réponse aux brassinostéroïdes 
(BR) (Li et al., 2009). De plus, le mutant nul d’AtMYB30 montre une réponse aux brassinostéroïdes 
diminuée et un double mutant AtMYB30ko bri-1 montre un phénotype nain plus fort que celui du simple 
mutant bri1, affecté pour le récepteur aux brassinostéroïdes BRI-1. L’expression des gènes de réponse aux 
BR est diminuée dans le mutant AtMYB30ko, suggérant qu’AtMYB30 pourrait réguler l’expression de ces 
gènes. Enfin, AtMYB30 et BES1 interagissent in vitro et in vivo. Ces résultats montrent que BES1 et 
AtMYB30 fonctionnent de manière coopérative pour activer l’expression de gènes de réponse aux BR. 
AtMYB30, cible putative directe de BES1, amplifierait la signalisation des brassinostéroïdes en aidant 
BES1 à activer ses gènes cibles en aval. 
  
 
1.3 Régulation de l’activité d’AtMYB30 
 Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, l’activité des facteurs MYB est contrôlée 
finement par des mécanismes de régulation tels que des modifications post-traductionnelles 
intramoléculaires ou par l’association en complexes activateurs ou répresseurs. Etant donnée que  
l’expression constitutive d’AtMYB30 ne cause pas de mort cellulaire constitutive (phénotype « lésions-
spontanées »), il est donc tentant de supposer que l’effet d’AtMYB30 est lui aussi soumis à une activation 
par des partenaires protéiques. Ceux-ci présents en quantités limitantes dans les plantes AtMYB30ox 
rendraient impossible la mise en place d’une HR spontanée. De plus, il est crucial pour la survie de la 
plante de réguler, de façon appropriée, un activateur de la mort cellulaire tel qu’AtMYB30. Des 
modifications post-traductionnelles pourraient jouer ce rôle via sa stabilisation ou sa dégradation dans la 
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cellule, la régulation de son activité transcriptionnelle ou sa conformation, lui permettant de participer à 
des complexes. 
 
1.3.1 Les modifications post-traductionnelles d’AtMYB30 
 Les facteurs de transcription peuvent être la cible de modifications intramoléculaires comme la 
phosphorylation, la sumoylation ou l’ubiquitination. Des données récentes indiquent qu’AtMYB30 serait 
la cible de modifications post-traductionnelles. En effet, l’analyse de la mobilité électrophorétique sur gel 
SDS-PAGE d’une version taguée d’AtMYB30-TAP  révèle une bande majeure correspondant à la taille 
attendue prédite par sa séquence (57kDa) et plusieurs bandes minoritaires d’un poids moléculaire plus 
élevé commençant autour de ~70 kDa, ce qui suggère la présence de résidus associés à AtMYB30 tels que 
SUMO ou ubiquitine (Rivas S., données non publiées). 
 En faveur de cette hypothèse, il a été montré qu’AtMYB30 est cible de SUMOylation in planta et 
les résidus lysine qui sont SUMOylés ont été caractérisés par LC-MS/MS (Okada et al., 2009). De plus, 
plusieurs versions d’AtMYB30, mutées dans un ou plusieurs résidus lysine ont été générées (Chauveau C. 
et Rivas S.). Certaines de ces mutations exercent un effet négatif sur l’activité transcriptionnelle 
d’AtMYB30. Enfin, un certain nombre de données récentes acquises au laboratoire laissent penser 
qu’AtMYB30 serait la cible de l’effecteur bactérien XopD de Xcc. XopD a une activité SUMO protéase et 
semble être capable de réprimer la transcription de certains gènes de plante afin de contourner la mise en 
place de la défense (Kim et al., 2008). Des essais de transactivation ont montré que XopD était capable de 
réprimer l’activité transcriptionnelle d’AtMYB30, et d’interagir avec celui-ci (Cannone J., données non 
publiées).  
Par ailleurs la phosphorylation in vivo d’AtMYB30 a été montrée, mais la signification 
biologique de cette modification, et la nature de la (des) kinase(s) impliquée(s) sont à ce jour inconnues 
(Rivas S.). 
 
1.3.2 Recherche de partenaires protéiques d’AtMYB30 
 Cet axe de recherche a été développé et est toujours en cours par différentes stratégies mises en 
œuvre par plusieurs membres de l’équipe (Xavier Daniel, Susana Rivas et Solène Froidure). Un crible 
double hybride chez la levure a d’abord été réalisé et a permis d’identifier sans a priori des interacteurs 
d’AtMYB30 (Daniel X.). L’étude de deux de ces interacteurs a été privilégiée : 
- une phospholipase sécrétée AtPLA2, dont l’interaction in planta a été montrée par FLIM 
(Fluorescence Lifetime Imaging) dans le noyau. De façon intéressante, la protéine cytoplasmique 
humaine cPLA2, relocalisée dans le noyau après son interaction avec le TF B-Myb, est connue 
pour réguler l’activité de ce TF (Tashiro et al., 2004).  
- Une protéine RING à doigt de zinc (C3H2C3-type RING finger) renommée MIP1 (AtMYB30-
Interacting Protein 1) est prédite pour avoir une activité ubiquitine E3 ligase, qui pourrait être 
impliquée dans l’ubiquitination in planta d’AtMYB30. 
 
1.3.3 AtMYB96, un autre partenaire d’AtMYB30 ? 
Au cours de travaux antérieurs (Raffaele, 2006), l’analyse comparative du phénotype des plantes 
AtMYB30ko et AtMYB30as a conduit à penser qu’un autre facteur MYB pouvait participer à la mise en 
place de la HR et que son expression était altérée, en même temps que celle d’AtMYB30, chez les plantes 

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Figure 50 : Représentation schématique de la stratégie expérimentale choisie pour rechercher des cibles 
putatives d’AtMYB30 (Raffaele et al., 2008).
Les 3 lignées d’Arabidopsis (sauvage, AtMYB30ox et AtMYB30as) ont été inoculées par la souche avirulente 147 
d’Xcc. Des feuilles ont été récoltées avant l’inoculation puis au cours d’une cinétique après l’inoculation, et les 
ARNs extraits de ces tissus. Cette récolte d’échantillons a été réalisée sur deux expériences biologiques 
indépendantes. Les hybridations ont été réalisées sur les puces ATH1 d’Affymetrix permettant d’analyser 
l’expression de plus de 22000 gènes.
Tableau 8 : Liste des 18 gènes cibles identifiés par analyse transcriptomique (Raffaele et al., 2008) 
La dernière colonne montre le taux d’induction à partir des niveaux d’expression moyens sur 2 expériences 
indépendantes dans la plante sauvage inoculée en comparaison à la plante sauvage non inoculée (WT1/WT0) et 
dans la lignée AtMYB30ox comparée à la plante sauvage (Ox/WT) après inoculation avec la souche Xcc147.
1,82,4PAS2 (tyrosine phosphatase-like protein) AT5G10480250428_at
2,11,4protéine inconnueAT5G55620248028_at
2,92,3protéine inconnueAT1G35180245783_s_a
Inconnues
2,81,9mannitol dehydrogenaseAT4G39330252943_at
2,21,9integral membrane proteinAT4G25830254041_at
Autres fonctions
2,12,2WAX2/CER3 (aldehyde decarbonylase)AT5G57800247884_at
2,59,0PPT1 (palmitoyl thioesterase)AT5G47330248812_at
3,93,7CER2 (fatty acids elongation)AT4G24510254122_at
2,32,6HCD1 (enoyl-CoA hydratase/isomerase )AT4G14440245612_at
1,52,4ATT1 (cytochrome P450 CYP86A2)AT4G00360255690_at
2,93,3CER10 (enoyl-CoA reductase)AT3G55360251796_at
1,52,3LTP2 (nonspecific lipid transfer protein 2) AT2G38530266415_at
1,61,6FDH (β-ketoacyl-CoA synthase - FIDDLEHEAD)AT2G26250267377_at
1,71,5GL8 (β-keto acyl reductase - GLOSSY8)AT1G67730245199_at
1,62,3Lipid transfer protein (GPI anchored)AT1G27950259592_at
2,11,5KCS2 (β-ketoacyl-CoA synthase 2)AT1G07720261420_at
1,72,2GPAT4 (Glycerol-3P acyl trasnferase) AT1G01610259430_at
2,82,2KCS1 (β-ketoacyl-CoA synthase 1)AT1G01120261570_at
Métabolisme des lipides
Ox / WTWT1 / WT0Annotation TAIR
Numéro 
affymetrix
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AtMYB30as. Une recherche basée sur l’analyse des profils d’expression des gènes MYB au cours d’une 
interaction pathogène, a permis d’identifier AtMYB96 comme pouvant être un régulateur agissant en 
coopération avec AtMYB30. Des données préliminaires indiquent que ce facteur MYB agit en effet 
comme un régulateur positif de la HR, tout comme AtMYB30.  
 
 
1.4 Cibles d’AtMYB30 
La recherche des cibles directes est une question majeure pour l’étude du mode d’action d’un 
facteur de transcription, et donc pour AtMYB30. Pour aborder cette question, l’analyse du transcriptome 
grâce à l’utilisation de puces à ADN sur des plantes sauvages et des plantes dont l’expression d’AtMYB30 
est soit surexprimée (AtMYB30ox), soit réduite (AtMYB30as), et inoculées avec la souche avirulente de 
Xcc147, a été réalisée et a mis en évidence des cibles putatives de ce facteur de transcription (Figure 50). 
De façon intéressante, la voie de biosynthèse des acides gras à très longue chaîne (VLCFA) semble 
être la cible primaire d’AtMYB30. En effet :  
- les gènes cibles putatifs identifiés par analyse transcriptomique appartiennent pour la plupart à 
cette voie (Tableau 8),  
- le dosage des acides gras dans les lignées transgéniques/mutantes AtMYB30ox et AtMYB30ko 
révèle que la dérégulation d’AtMYB30 peut modifier la composition en acides gras,  
- le croisement du mutant fatB-ko (affecté dans l’export des acides gras vers le réticulum 
endoplasmique et dans l’initiation de la voie des VLCFA) avec la lignée AtMYB30ox, conduit à 
une abolition du phénotype d’accélération de la HR.  
L’étude du rôle d’AtMYB30 dans le contrôle de l’expression des gènes participant à cette voie et 
potentiellement de la signalisation lipidique putativement impliquée dans la régulation du programme de 
mort cellulaire hypersensible, constitue la suite logique de l’étude de ce facteur de transcription. Ainsi 
mon travail de thèse a pour but d’y apporter quelques réponses, notamment par l’étude des cibles directes. 
 
 
2. Projet de thèse : quel(s) rôle(s) pour AtMYB30 et AtMYB96 
dans la biosynthèse/signalisation lipidique pour le contrôle de 
la mort cellulaire programmée chez les plantes ? 
 
Mon projet de thèse a pour but d’élucider le rôle d’AtMYB30, ainsi que d’explorer celui 
d’AtMYB96 dans le contrôle de la voie de biosynthèse des VLCFA conduisant à la mise en place de la 
HR. 
Trois grands axes de recherche ont été définis : 
1. Quelles sont les cibles directes d’AtMYB30 parmi les gènes de la voie de biosynthèse des VLCFA ? 
Existe-t-il d’autres cibles directes ? 
2. Quel est le rôle d’un homologue proche d’AtMYB30, AtMYB96, identifié par différentes approches 
comme interacteur putatif d’AtMYB30 (contrôle du phénotype, activation des cibles)? 
3. AtMYB30 est-il à l’origine d’un ou plusieurs signaux de mort cellulaire de nature lipidique ? 
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2.1 Quelles sont les cibles directes d’AtMYB30 parmi les gènes de la voie de 
biosynthèse des VLCFA ?  
Afin d’identifier les cibles directes d’AtMYB30 parmi les gènes de la voie des VLCFA, plusieurs 
approches sont développées en parallèle :  
- Des lignées transgéniques permettant l’expression inductible d’AtMYB30 seront construites et 
utilisées après application d’un inhibiteur traductionnel, afin d’identifier les cibles directes 
d’AtMYB30. Cette approche sera réalisée avec a priori sur des gènes candidats identifiés au 
préalable par différentes stratégies. 
- Afin de définir ces gènes candidats, deux approches seront conduites :  
(i) l’analyse par Q-RT-PCR de gènes cibles putatifs identifiés par analyse transcriptomique 
ainsi que d’autres gènes impliqués dans le métabolisme des VLCFA, aura pour but de vérifier leur 
régulation par AtMYB30. 
(ii) la co-expression transitoire dans Nicotiana benthamiana d’AtMYB30 sous le contrôle d’un 
promoteur constitutif et de constructions contenant des promoteurs de cibles putatives d’AtMYB30 
fusionnés à un gène rapporteur, permettra de définir une liste de gènes potentiellement cibles 
d’AtMYB30. 
Ces résultats, associés à d’autres obtenus antérieurement, ont fait l’objet d’une publication qui sera 
présentée dans le premier chapitre des résultats. Y seront ajoutées quelques données complémentaires. 
 
 
2.2 Quel est le rôle d’un homologue proche d’AtMYB30, AtMYB96, 
identifié par différentes approches comme interacteur putatif d’AtMYB30 ? 
Le deuxième axe de ma thèse consiste à confirmer le rôle éventuel d’un autre facteur de 
transcription, AtMYB96, dans les programmes de mort cellulaire faisant intervenir AtMYB30. En effet, 
des données préliminaires ont permis de montrer qu’AtMYB96 pouvaient jouer le rôle, avec AtMYB30, 
de régulateur positif de la HR. Mon objectif est donc d’identifier si ces 2 facteurs de transcription 
participent au même programme génétique de contrôle de la HR. Plusieurs questions sont sous-jacentes : 
 1. AtMYB96 est-il capable seul de réguler la HR ? AtMYB30 et AtMYB96 sont-ils redondants ou 
s’agit-il d’un effet additif ? Jouent-ils des rôles différents dans le contrôle de la HR et de la résistance ? 
AtMYB30 et AtMYB96 interagissent-ils (cette question a été traitée par Xavier Daniel, Solène Froidure 
et Susana Rivas)? Quels rôles jouerait l’interaction entre AtMYB30 et AtMYB96 dans les phénotypes 
observés ? 
 2. AtMYB30 et AtMYB96 travaillent-ils en réseau comme les facteurs WRKY ? AtMYB30 régule 
t-il l’expression d’AtMYB96 et inversement ? Est-ce que d’autres MYB interviennent dans cette 
régulation ? 
 3. Quelles sont les cibles d’AtMYB96 ? AtMYB30 et AtMYB96 ont-ils des cibles communes ou 
des cibles différentes ? Quels rôles joue l’interaction des 2 facteurs dans le contrôle de l’expression des 
gènes cibles ? Quels impacts a la régulation croisée d’AtMYB30 et AtMYB96 dans la régulation des 
cibles ? 
 4. Quel rôle joue AtMYB96 sur le métabolisme des VLCFA ? AtMYB30 et AtMYB96 ont-ils une 
action synergique/complémentaire sur ce métabolisme ? 
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Pour répondre à ces questions, différentes stratégies ont été développées :  
- une analyse génétique des lignées transgéniques AtMYB96ko, AtMYB96ox, AtMYB30/96ko et 
AtMYB30/96ox, en comparaison avec les lignées transgéniques et mutantes d’AtMYB30 
- une étude des cibles directes d’AtMYB96 (les mêmes approches destinées aux cibles directes 
d’AtMYB30 sont développées pour AtMYB96) 
- ainsi qu’une étude biochimique des différentes lignées transgéniques. 
L’ensemble de ces données est présenté dans le chapitre 2 de la partie Résultats sous la forme 
d’un article en projet, ainsi que de données complémentaires. 
 
 
2.3 AtMYB30 est-il à l’origine d’un ou plusieurs signaux de mort cellulaire 
de nature lipidique ? 
AtMYB30 active les gènes de la voie de biosynthèse des VLCFA, augmentant ainsi la synthèse de 
ces composés. Cependant quel est le devenir de ces composés produits par AtMYB30. Deux hypothèses 
peuvent être formulées : 
1. Les VLCFA produits par AtMYB30 sont incorporés dans les cires épicuticulaires. AtMYB30 
participerait au renforcement de la barrière épicuticulaire, permettant ainsi une résistance accrue aux 
agents pathogènes. 
2. Les VLCFA produits par AtMYB30 sont incorporés dans des sphingolipides complexes, qui seraient à 
l’origine d’une signalisation cellulaire conduisant à la mort cellulaire, soit en générant un signal de mort, 
soit en étant intégrés dans les radeaux lipidiques de la membrane plasmique connus pour leur rôle dans la 
signalisation (cf. Chapitre 3 introduction) 
 Etant donné qu’il n’a pas été observé de changements majeurs quantitatifs et qualitatifs que ce soit 
dans l’accumulation des cires dans les feuilles et tiges, dans la composition des cuticules ou la 
perméabilité membranaire, l’hypothèse privilégiée est donc la génération d’un signal de mort de nature 
sphingolipidique. Dans ce troisième chapitre des résultats, il a donc été envisagé d’identifier le (ou les) 
signal (aux) de mort cellulaire généré(s) par l’action d’AtMYB30 et de nature lipidique. Pour cela : 
- une analyse biochimique des acides gras et plus particulièrement des sphingolipides a été réalisée 
sur les différentes lignées transgéniques d’AtMYB30 et en collaboration avec l’équipe de R. 
Lessire (Sébastien Mongrand, Jérôme Joubes, Frédéric Domergue, UMR Université de Bordeaux-
CNRS). 
- une étude génétique via l’analyse de double mutants AtMYB30ox et des mutants ko affectés dans 
des gènes appartenant à la voie de biosynthèse des VLCFA ou/et des sphingolipides. 
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Chapitre I : Recherche des cibles 
d’AtMYB30 
 
 
 La recherche des cibles d’AtMYB30 a été l’une des premières questions ciblées par nos approches 
expérimentales, afin d’avoir accès au mode opératoire de ce facteur transcriptionnel. L’analyse du 
transcriptome de plantes dérégulées pour l’expression d’AtMYB30 en comparaison avec le type sauvage 
grâce à l’utilisation de puces à ADN a mis en évidence des cibles putatives de ce facteur de transcription 
(Vailleau, 2002). 18 gènes ont été identifiés dont la plupart codent pour des protéines relatives au 
métabolisme des lipides, et plus particulièrement à la voie de biosynthèse des acides gras à longue chaîne 
(VLCFA). Des analyses moléculaires (Léger A.), biochimiques et génétiques (Raffaele, 2006) ont permis 
de montrer qu’AtMYB30 régule positivement cette voie de biosynthèse pour l’activation de la mort 
cellulaire hypersensible. L’ensemble de ces approches et les résultats qui en ont résulté, sont décrits dans 
l’article présenté ci-après (§ 1). Puis les approches développées afin d’identifier les cibles directes 
d’AtMYB30 seront présentées sous forme de résultats complémentaires (§ 2). Enfin, les perspectives de 
ce travail seront ensuite proposées (§3). 
 
 
1. Régulation par AtMYB30 de la voie des VLCFA pour 
l’activation de la réponse hypersensible chez Arabidopsis 
 
« A MYB transcription factor regulates VLCFA biosynthesis for activation of hypersensitive cell 
death response in Arabidopsis » 
Auteurs : Raffaele S §, Vailleau F§, Léger A§, Joubès J, Miersch O, Huard C, Blée E, Mongrand S, 
Domergue F, Roby D. 
Article publié dans Plant Cell 2008 Mar;20(3):752-67 
§ : co-premiers auteurs 
 
Résumé de l’article en français 
Chez les plantes, la réponse hypersensible (HR), une forme de mort cellulaire programmée 
localisée au niveau du site d'infection, constitue l’une des réponses immunitaires majeures développée 
suite à une attaque par un agent pathogène. Nous avons précédemment identifié chez Arabidopsis thaliana 
AtMYB30, un facteur de transcription qui agit comme un régulateur positif de la mort cellulaire 
hypersensible. Ici, nous montrons par analyse transcriptomique chez des plantes d’Arabidopsis dérégulées 
dans l’expression d’AtMYB30, que les gènes codant pour les quatre enzymes formant le complexe acyl-
coA élongase sont des cibles putatives d’AtMYB30. Le complexe acyl-coA élongase synthétise les acides 
gras à très longue chaîne (VLCFA) et l'accumulation de métabolites extracellulaires dérivés des VLCFA 
(composés des cires épicuticulaires de feuilles) sont affectés dans le mutant knock-out d’AtMYB30 et 
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dans les lignées surexpresseurs. Dans les mêmes lignées, une méthode d'extraction de lipides permettant 
un enrichissement en sphingolipides, a révélé des changements dans la composition en VLCFA, qui sont, 
de plus, amplifiés en réponse à l'inoculation. Finalement, le phénotype HR exacerbé des lignées 
AtMYB30ox est altéré par la perte de fonction de l'acyl-ACP thioesterase FATB, qui cause des défauts 
sévères dans l’approvisionnement en acides gras de la voie de biosynthèse des VLCFA. Basé sur ces 
découvertes, nous proposons un modèle dans lequel AtMYB30 module la HR via les VLCFA eux-mêmes, 
ou par des dérivés de VLCFA, en tant que messagers de mort cellulaire chez les plantes. 
A MYB Transcription Factor Regulates Very-Long-Chain Fatty
Acid Biosynthesis for Activation of the Hypersensitive Cell
Death Response in Arabidopsis W OA
Sylvain Raffaele,a,1,2 Fabienne Vailleau,a,1,3 Amandine Le´ger,a,1 Je´roˆme Joube`s,b Otto Miersch,c Carine Huard,a
Elisabeth Ble´e,d Se´bastien Mongrand,b Fre´de´ric Domergue,b and Dominique Robya,4
a Laboratoire des Interactions Plantes-Microorganismes, Unite´ Mixte de Recherche 2594/441, 31320 Castanet-Tolosan
cedex, France
b Laboratoire de Biogene`se Membranaire, Unite´ Mixte de Recherche 5200, Universite´ Victor Segalen Bordeaux 2,
F-33000 Bordeaux cedex, France
c Institute of Plant Biochemistry, Halle, D-06120 Germany
d Laboratoire des Phytooxylipines, Institut de Biologie Mole´culaire des Plantes, Unite´ Propre de Recherche 2357,
67083 Strasbourg Cedex, France
Plant immune responses to pathogen attack include the hypersensitive response (HR), a form of programmed cell death
occurring at invasion sites. We previously reported onArabidopsis thalianaMYB30, a transcription factor that acts as a positive
regulator of a cell death pathway conditioning the HR. Here, we show by microarray analyses of Arabidopsis plants
misexpressingMYB30 that the genes encoding the four enzymes forming the acyl-coA elongase complex are putative MYB30
targets. The acyl-coA elongase complex synthesizes very-long-chain fatty acids (VLCFAs), and the accumulation of
extracellular VLCFA-derived metabolites (leaf epidermal wax components) was affected in MYB30 knockout mutant and
overexpressing lines. In the same lines, a lipid extraction procedure allowing high recovery of sphingolipids revealed changes
in VLCFA contents that were amplified in response to inoculation. Finally, the exacerbated HR phenotype of MYB30-
overexpressing lines was altered by the loss of function of the acyl-ACP thioesterase FATB, which causes severe defects in the
supply of fatty acids for VLCFA biosynthesis. Based on these findings, we propose a model in which MYB30 modulates HR via
VLCFAs by themselves, or VLCFA derivatives, as cell death messengers in plants.
INTRODUCTION
Like many other complex biological processes, plant defense
responses to pathogen attack involve transcriptional activation
or repression of a large number of plant host genes. Many of
these genes have been identified, and some have been shown to
be essential for pathogen resistance. Those whose functions are
known are involved in various defense mechanisms, including
the generation of signals such as reactive oxygen intermediates,
the synthesis of antimicrobial compounds, the lignification of cell
walls and the production of cell wall degrading enzymes. Besides
these general defense mechanisms, one of the most spectacular
manifestations of plant resistance is the hypersensitive response
(HR), a form of programmed cell death occurring in a limited area
at the site of infection. Although the expression of pathogenesis-
related (PR) genes and other defense genes has been shown to
be associated with the HR, the molecular actors responsible for
the control and execution of the HR cell death program remain
mainly unknown. As in other stress responses (Singh et al., 2002;
Shinozaki et al., 2003), the transcriptional regulation of plant
genes plays a critical role in the control of this process. In fact,
plant immune receptors can directly target some components of
the transcriptional machinery activated for defense (Shen et al.,
2007). In this context, we previously identified MYB30, an R2R3
MYB-related gene in Arabidopsis thaliana and a putative tran-
scriptional factor that has been shown to act as a positive
regulator of the programmed cell death associated with HR in
Arabidopsis (Daniel et al., 1999; Vailleau et al., 2002).
MYB proteins are common to all eukaryotes, but in higher
plants this protein family is extraordinarily large (Martin, and
Paz-Ares, 1997; Stracke et al., 2001). While MYB proteins from
animals contain three repeats (R1, R2, and R3) of the MYB
conserved domain, most plant MYB proteins are of the R2R3
type and are thought to be predominantly involved in plant-
specific regulatory processes (Jin and Martin, 1999; Stracke
et al., 2001). They have been implicated in a range of functions,
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including the phenylpropanoid pathway (Borevitz et al., 2000),
morphogenesis (Glover et al., 1998), and abiotic (Abe et al., 1997)
and biotic stress responses (Yang and Klessig, 1996; Geri et al.,
1999; Sugimoto et al., 2000; Mengiste et al., 2003). Nevertheless,
the functions of most of these R2R3 MYB proteins remain
unknown. MYB30 was identified in Arabidopsis on the basis of
its specific, rapid, and transient transcriptional activation during
the very first steps of the HR in response to the avirulent strain
147 of Xanthomonas campestris pv campestris (Xcc) and other
bacterial pathogens (Daniel et al., 1999). The use of Arabidopsis
lsd mutants (Daniel et al., 1999) and their corresponding sup-
pressor phx mutants showed that MYB30 expression is closely
associated with the initiation of the HR rather than with its
propagation. Furthermore, the analysis of transgenic plants
showed that overexpression of MYB30 accelerates the appear-
ance of the HR in response to avirulent bacterial pathogens and
causes HR-like responses to a virulent bacterial pathogen
(Vailleau et al., 2002). In addition, it increases resistance against
different bacterial and fungal pathogens, and antisense MYB30
Arabidopsis lines showed a reverse phenotype. An important role
for salicylic acid (SA) has also been demonstrated for the control
of the HR by MYB30 (Raffaele et al., 2006). MYB30 may thus be a
component of a cell death pathway conditioning the HR, but its
mode of action remains unclear.
In this study, we identified putative target genes for MYB30
using Affymetrix ATH1 microarrays and by comparing the gene
expression profiles of Xcc-inoculated Arabidopsis plants from
either overexpressor (MYB30ox) or antisense (MYB30as) trans-
genic lines with those of the wild type. Expression of these
putative target genes was further analyzed by quantitative RT-
PCR to confirm their expression patterns not only in the trans-
genic lines but also in a T-DNA insertion knockout (MYB30ko)
mutant. Identified genes were found to be involved in very-long-
chain fatty acid (VLCFA) biosynthesis pathways, suggesting the
possible implication of this metabolism in the promotion of the
HR. MYB30 was shown to directly activate the promoter of these
genes by transient assays in Nicotiana benthamiana. In addition,
the levels of very long acyl chains from a sphingolipid-enriched
fraction were affected in the transgenic and mutant lines, and
these alterations were exacerbated in response to pathogen
challenge. Finally, loss of function of the thioesterase FATB
reverses the accelerated and intensified HR phenotype of the
MYB30ko line. Based on these findings, we propose a model in
which MYB30 modulates cell death lipid signaling by enhancing
the synthesis of VLCFA in the endoplasmic reticulum.
RESULTS
Strategy to Identify Genes That Act Downstream of
At MYB30 by Whole-Genome Microarray Analysis
Oligonucleotide microarrays containing more than 24,000 genes
(Affymetrix ATH1 GeneChip) were used to quantitatively assess
changes in gene expression in the first hour following inoculation
with the avirulent strain Xcc147. Two independent experiments
were performed in which leaf samples of Arabidopsis wild-type
and transgenic plants were harvested for RNA isolation 90 to
105 min, 2 to 4 h, and 6 h after inoculation. TheMYB30ko line was
not available at the time that these experiments were performed.
Using MAS5.0 (MicroArray Suite; Affymetrix) to screen for can-
didate target genes (see Methods for details), we identified a set
of 305 candidate genes (see Supplemental Table 1 online): (1)
upregulated in the wild-type line after inoculation with Xcc147
compared with T0 time point and (2) overexpressed in the
MYB30ox line compared with the wild type (Figure 1A). We
then conducted three independent approaches to identify can-
didate coexpressed genes (Figure 1B). First, microarray data
were used to select genes downregulated in the early time points
(90 to 105 min after inoculation) in the MYB30as line compared
with the wild type. A set of 28 genes was identified in two
independent biological experiments. A preliminary functional
classification of these 28 genes revealed that 50% are involved in
lipid metabolism, while several other putative target genes are
implicated in signal transduction or response to stress (see
Supplemental Table 2 online). Second, unsupervised hierar-
chical clustering with Ward linkage and the Spearman rank
correlation-based distance was performed on the same set of
305 genes. This statistical analysis by progressive regrouping
allowed us to highlight a set of 24 genes, including 18 of the
genes obtained with the previous approach (Figure 1B; see
Supplemental Table 3 online), reinforcing the idea of a subset
of coexpressed genes regulated by MYB30. Third, we clustered
the 305 genes in a two-dimensional self-organizing map (2D-SOM)
analysis using the GeneSight program (Biodiscovery). To focus
on the shape of expression patterns rather than the magnitude of
individual expression changes, the analysis was performed on
the signal log ratio, corresponding to the ratio of the signal for
each time point after inoculation compared with the T0 time point.
MYB30was added to the 305 candidate gene list to select genes
presenting the same expression profile. Interestingly, this parti-
tioning analysis identified a cluster containing MYB30 and 19 out
of the 28 genes obtained with the antisense approach (see Sup-
plemental Table 4 online). In summary, we identified a set of 18
genes selected through the three approaches (Figures 1B and
1C), 14 of which have a function related to lipid metabolism. This
indicates that we can indeed identify weakly differentially ex-
pressed genes by this method, as previously shown (Journot-
Catalino et al., 2006).
The Acyl-CoA Elongase Complex Responsible for
VLCFA Biosynthesis Is the Main Putative Target of
MYB30 Regulation
Fatty acids (FAs) are emerging as important molecules that
participate in diverse biological processes, including the regula-
tion of different defense/cell death signaling pathways (Weber,
2002; Kachroo et al., 2003), so we decided to focus on the genes
associated with FA metabolism. Among these 14 lipid-related
genes (Figure 1C), the exact function of LTP, LTP2, and PPT1
remains unclear, but all other candidates are related to cuticle
biosynthesis. CER2 and WAX2/CER3 are involved in wax bio-
synthesis, whereas GPAT4 (Li et al., 2007) and ATT1 act in the
metabolism of cutin. At least seven genes encode subunits of the
acyl-CoA elongase complex responsible for the biosynthesis of
VLCFAs. Elongation of FAs occurs in the endoplasmic reticulum
and involves four successive reactions catalyzed by four
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Figure 1. Changes in Gene Expression in At MYB30 Plants after Inoculation with the Xcc147 Strain.
(A) Venn diagrams showing the distribution of overlapping and nonoverlapping early (1.5 to 6 h after Xcc147 inoculation [hpi]) induced candidate genes
in inoculated wild-type plants compared with the T0 time point and in inoculated MYB30ox plants compared with inoculated wild type. Two independent
experiments (represented by each circle) were performed.
(B) Diagram of the output of analyses performed to identify candidate genes from among the 305 identified in (A). The numbers under the heading refer
to the total number of genes identified by that method of analysis. The number of genes identified by all three methods is shown in the middle of the
diagram. Genes identified by two but not three of the analyses are not presented. Lists of genes included in this diagram are provided in Supplemental
Tables 2 to 4 online. Antisense analysis: genes (from among the 305 candidates) that were downregulated in MYB30as plants. Hierarchical clustering:
unsupervised hierarchical clustering with Ward linkage and the Spearman rank correlation-based distance (2D-SOM method).
(C) Consensus list of 18 genes cited above. aAffymetrix Probe set number. bArabidopsis Genome Initiative number and corresponding putative function.
The final column shows the fold changes in the mean expression levels from two independent experiments in inoculated wild type compared with the
wild type at T0 (WT1/WT0) and in the MYB30ox line compared with the wild type after Xcc147 inoculations (Ox/WT).
different proteins. The first step is the condensation of an acyl-
CoA and a malonyl-CoA. This rate-limiting step is catalyzed by a
condensing enzyme (b-ketoacyl-CoA synthase [KCS]), and 21
genes encoding such proteins have been annotated in the
genome of Arabidopsis. The next three steps of the elongating
process are catalyzed by a b-ketoacyl-CoA reductase, a
b-hydroxy acyl-CoA dehydratase, and a trans-2,3-enoyl-CoA
reductase, respectively. Each of these three reactions is related
to one or two loci in theArabidopsis genome. In Figure 1C,KCS1,
KCS2, and FDH encode b-keto acyl-CoA synthases (Pruitt et al.,
2000), GL8 a b-ketoacyl-CoA reductase (Xu et al., 2002), HCD1
and putatively PAS2 hydroxy-CoA dehydratases (Denic and
Weissman, 2007; Garcia et al., 2007), and CER10 the trans-
2,3-enoyl-CoA reductase (Zheng et al., 2005). These data sug-
gest that genes responsible for VLCFA biosynthesis might be the
first targets of MYB30.
To validate the response of these 14 genes to MYB30 dereg-
ulation and to assess the robustness of this response, we
compared their expression levels by quantitative RT-PCR in
five independent experiments using MYB30ox, MYB30ko
(Raffaele et al., 2006), and wild-type lines in two different genetic
backgrounds (Wassilewskija-4 [Ws-4] and Columbia-0 [Col-0])
and challenged by two different avirulent bacteria (Xcc147 and
Pst DC3000/avrRpm1). In all the experiments performed, all 14
lipid-related genes were significantly induced at early time points
of the interaction in the wild type, overexpressed in MYB30ox,
and downregulated in MYB30ko, confirming the microarray-
based expression data (Figure 2A; see Supplemental Figure
1 online). The transient and early pattern of induction of these
genes fits well with a role in the onset of the HR and as putative
targets of MYB30.
We also used quantitative RT-PCR to investigate whether
upstream steps of the VLCFA pathway are affected in MYB30
transgenic and mutant lines, looking at the expression patterns
of a long-chain acyl-CoA synthetase gene (LACS3) and the FATB
(acyl-ACP thioesterase B) gene after inoculation (Figure 2B). The
expression patterns of these two genes are similar to those of the
previous candidate target genes, suggesting that MYB30 regu-
lation also affects the early steps of FA elongation.
At MYB30 Regulates the Expression of FA Elongase
Complex Gene Promoters
To test directly the ability of At MYB30 to activate expression of
these putative target genes, we used reporter constructs con-
taining 1.3 to 2 kb of upstream sequences from different putative
target genes fused to b-glucuronidase (GUS) and green fluores-
cent protein (GFP) in transient assays in N. benthamiana leaves.
A construct containing At MYB30 without its activation domain
(MYB30DAD) was used as a negative control. MYB30 led to
an activation of the pKCS1:GFP:GUS and pFDH:GFP:GUS re-
porter constructs, showing up to a 5- to 10-fold increase in GUS
activity compared with the reporter alone or to the reporter and
MYB30DAD (Figure 3A). The other reporter gene (GFP) was also
activated, as shown by fluorescence analysis (Figure 3B). By
contrast, another lipid-related gene not identified as a putative
target, DH3 (At4g16210), was not activated under the same
conditions (Figure 3A). Similar results were obtained with differ-
ent putative target gene promoters (see Supplemental Figure 2
online). Immunodetection of TAP-tagged MYB30 and MYB30DAD
showed that both proteins were expressed during the transient
assays (Figure 3C). These results demonstrate that MYB30 is a
potent activator of several genes involved in the early steps of
VLCFA biosynthesis pathway.
At MYB30 Deregulation Leads to Subtle Alteration of
Epicuticular Waxes and Major Changes in the Intracellular
VLCFA Content
Since MYB30 seems to control VLCFA synthesis, changes in leaf
epicuticular waxes might occur in transgenic and mutant lines.
Although MYB30ox leaves do not show a glossy phenotype,
organ fusion, or any alteration in floral structure and fertility,
we used (1) scanning electron microscopy to observe leaf sur-
faces, (2) measurement of surface permeability, and (3) gas
chromatography–mass spectrometry (GC-MS) analysis of leaf
and stem surfaces to assess any qualitative or quantitative
changes in wax accumulation. No visible differences in cuticle
thickness or pavement cell organization between MYB30ox,
MYB30ko, and wild-type leaves were observed by scanning
electron microscopy (see Supplemental Figures 3A and 3B
online). Measurement of chlorophyll loss in ethanol showed no
significant differences between transgenic MYB30ox leaves and
wild-type leaves compared with fatb-ko mutant leaves (Figure
4A). Finally, GC-MS analysis performed on leaf material revealed
a twofold increase of the most abundant leaf wax species,
namely C29 and C31 alkanes, in MYB30-overexpressing lines
compared with the wild type (Figure 4B). These alterations are
consistent with the expression profiles of two wax-related genes
(CER2 and WAX2/CER3) that are more highly expressed in
MYB30ox according to the microarray data and to quantitative
RT-PCR analysis (Figure 4C). Since CER2 is involved in the
elongation of FAs beyond C28 carbon atoms and WAX2/CER3 is
involved in wax biosynthesis, wax and transcriptomic analyses
are in agreement. Nevertheless, wax profiles show no difference
between wild-type and MYB30ko lines (Figure 4B), and quanti-
tative RT-PCR data indicate that expression of wax-related
genes is not altered in MYB30ko (Figure 4C). These results
suggest that other strong positive regulators of the wax biosyn-
thesis pathway may hide MYB30 misregulation of wax genes in
MYB30ko. In addition, only weak differences between wax
profiles of wild-type and MYB30ox were measured when ex-
traction was performed on stems (see Supplemental Figure 3C
online). Taken together, these data indicate that MYB30 may be
a positive regulator of wax biosynthesis and accumulation but
not a major one.
We next analyzed by GC-MS the FA composition (as a per-
centage of total FAs) inMYB30mutant and transgenic lines using
a conventional chloroform/methanol extraction of lipids. A two-
fold increase was observed in the content in VLCFAs (sum of FAs
from 20 to 26 carbon atoms) after inoculation. However, no sig-
nificant differences could be detected in the different plant
lines, healthy or after pathogen inoculation (see Supplemental
Figure 3D online). Since sphingolipids are the major intracellular
VLCFA-containing lipids in green parts of the plant and con-
ventional lipid extraction methods underestimate the levels of
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sphingolipids, such as inositolphosphoceramide and glycosyli-
nositol-phosphoceramides (Michaelson et al., 2002; Sperling
et al., 2005), we used a method designed for extraction of the
total sphingolipid content (Markham et al., 2006). As expected,
VLCFAs are clearly identified by mass spectrometry (see Sup-
plemental Figure 4 online), and yields are significantly higher than
those obtained with the conventional method (Bligh and Dyer,
1959). Table 1 shows (1) an increase of the VLCFA content in
wild-type plants after pathogen inoculation, (2) a slight increase
of VLCFAs (þ12%) in MYB30ox plants, which is enhanced after
inoculation (þ34%) compared with the wild type, and conversely,
(3) a decrease of VLCFA content (12%) in MYB30ko.
Thus, in noninoculated MYB30ox, MYB30 promotes the ac-
cumulation of VLCFAs, suggesting that MYB30 might be in-
volved in potentialization of lipid signaling for defense/cell death.
In response to inoculation, this regulator might promote VLCFA
biosynthesis together with the use of VLCFAs and their deriva-
tives for signaling.
The fatB-koMutation Reverses the Phenotypes ofMYB30ox
The Arabidopsis FATB gene encodes an acyl-ACP thioesterase
that participates in the determination of the amount and type of
FAs exported from the plastids, and a mutation in this gene
results in severe alteration in the supply of saturated FAs
for VLCFA biosynthesis (Bonaventure et al., 2003). Because
MYB30ox plants overexpress a number of genes involved in the
early steps of VLCFA biosynthesis and contain higher levels of
these FAs, we tested whether the phenotypes observed in
MYB30ox could be suppressed by crossing MYB30ox with the
fatb-ko mutant. A number of recessive fatb-ko MYB30ox double
mutant lines were identified and tested by inoculation with
Figure 2. Effect of MYB30 Deregulation on the Expression of Pathogen-Induced, Lipid-Related Genes after Inoculation by Avirulent Bacterial Strains
Xcc147 (Left) and Pst DC3000/avrRpm1 (Right).
(A) Expression pattern of four genes encoding each of the four subunits of the acyl-CoA elongase complex. These patterns are representative of those
of the six genes involved in VLCFA synthesis tested (see Supplemental Figure 1 online).
(B) Expression pattern of two genes involved upstream of VLCFA biosynthesis.
Gene expression levels (determined by quantitative RT-PCR) are relative to the expression level in the wild type at T0. Values represent mean6 SE from
three independent experiments. Gray line with gray circles, the wild type; black line with black squares, MYB30ox; dotted line with open squares,
MYB30ko. hpi, hours after inoculation.
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Pst carrying avrRpm1 (Figure 5). Four days after inoculation,
MYB30ox presented a clear HR, whereas the three double mu-
tant lines tested and the parental line fatb-ko showed no necrotic
symptoms (Figure 5A). Reversion of MYB30ox-conferred phe-
notypes by the presence of the fatb-ko mutant allele was con-
firmed by analysis of the expression of PR1, a defense marker
gene upregulated in MYB30ox (Figure 5B). Double mutants
resulting from crosses ofMYB30oxwith mutants affecting genes
involved in other branches of FA biosynthesis pathways (SSI2
and FAD6) were also tested by inoculation with Pst carrying
avrRpm1. No detectable differences could be observed between
MYB30ox and the different double mutant lines tested (Figure
5A), suggesting that reversion of MYB30ox-conferred pheno-
types by the presence of the fatb-komutant allele is specific. This
result demonstrates that the onset of MYB30-related pheno-
types after inoculation is dependent on the supply of FAs for
VLCFA biosynthesis. It supports the idea that (1) MYB30 target
genes are involved in VLCFA biosynthesis and/or derivation and
that (2) VLCFA and/or some of their derivatives are involved in
establishment or control of the HR cell death program.
Echoes of MYB30 Regulation on the Biosynthesis of the
Major Chloroplastic FAs and on the Oxylipin Pathway
To assess the specificity of the MYB30 effect on VLCFA biosyn-
thesis-related genes, we tested whether deregulation of MYB30
also alters the expression of genes regulating the synthesis of
chloroplastic FAs. Seven genes, selected to cover a wide range
of lipid metabolism reactions, were tested (Figure 6A; see Sup-
plemental Figure 5 online). The three genes involved in de novo
FA synthesis that we tested, namely SSI2 (stearoyl desaturase),
MOD1 (enoyl-ACP reductase), and ACC2 (acetyl-CoA carboxyl-
ase 2), showed no significant changes of expression inMYB30ox
and MYB30ko compared with wild-type plants. However, two
desaturase genes tested (FAD8 and FAD3), responsible for
biosynthesis of the major plastidial FA, were found to be re-
pressed by MYB30 after inoculation. A significant induction of
these genes is measured 4 h after inoculation in MYB30ko com-
pared with wild-type plants. FA contents measured by GC-MS
are in good agreement with these results. Both by classical
chloroform/methanol (data not shown) and by sphingolipid-
enriched extraction methods (Table 1) levels of unsaturated
C16 FAs appear higher in MYB30ko (where FAD genes are
induced) and lower in MYB30ox (where FAD genes are re-
pressed) than in wild-type plants. This is particularly clear in
MYB30ox pathogen-challenged plants where a lower level of
unsaturated C18 FAs is measured. Based on these findings, we
can assume that the chloroplastic pathways are affected as a
consequence of a primary effect of MYB30 on the genes involved
in VLCFA biosynthesis.
In the same vein, the ability of MYB30 to activate jasmonic acid
(JA) production and JA-dependent defense responses was in-
vestigated. Modifications of oxylipin profiles in MYB30 transgenic
plants have been previously reported (Vailleau et al., 2002).
Production of JA and of 12-oxo-phytodienoic acid (OPDA), a JA
precursor, was evaluated by GC-MS (Figure 6B). JA and OPDA
accumulated at similar levels in MYB30ox and the wild type
during the first day after inoculation but showed a twofold
Figure 3. Transactivation of Lipid-Related Gene Promoters by At
MYB30 in Transient Assays in N. benthamiana Leaves.
(A) GUS activity in leaf discs infiltrated with reporter constructs from the
indicated gene either alone (white bars), with the MYB30 activator
construct (hatched bars), or with the activator construct containing a
truncated version of MYB30 (gray bars). These results are representative
of at least six independent experiments. Mean 6 SE from four replicates
is shown. Statistical significance according to a Student’s t test P value <
0.0005 is indicated by stars. MU, methylumbelliferone.
(B) GFP fluorescence of leaves 48 h after agroinfiltration with pKCS1:
GFP:GUS alone or with an activator construct (as indicated).
(C) Immunodetection of TAP-tagged MYB30 and MYB30DAD 36 h after
agroinfiltration. Proteins were extracted from infiltrated leaves and an-
alyzed by protein gel blots using anti-TAP antibody. (a) Extracts from
leaves after agroinfiltration with the indicated reporter construct alone;
(b) extracts from leaves after agroinfiltration with the reporter and MYB30
activator constructs; (c) extracts from leaves after agroinfiltration with the
reporter and MYB30DAD activator constructs.
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decrease in MYB30ox 48 h after inoculation. However, produc-
tion of both molecules was found to be reduced in the MYB30ko
line after inoculation compared with the wild type.
In addition, pathogen-induced expression of two JA marker
genes related to the pathogen response (PR4 and PDF1-2) and
two JA marker genes associated with the wound response (VSP1
and LOX3) was monitored (Lorenzo et al., 2004) (Figure 6C).
While the two first markers showed a clear decrease in their
expression levels in MYB30ox compared with the wild type and
were not altered or enhanced in MYB30ko, the second set of JA
marker genes exhibited a reverse expression pattern in response
to inoculation withPstDC3000/avrRpm1. In addition, it should be
noted that (1) the first alteration in oxylipin/JA signaling was
observed only 4 to 8 h after inoculation, a few hours after
expression of MYB30, (2) expression of genes encoding oxylipin
synthesis enzymes, namely a-DOX1 (dioxygenase) and HPL1
(hydroperoxyde lyase), was not affected in the different MYB30
lines compared with the wild type, and (3) several genes involved
in jasmonate synthesis, such as AOS (allene oxide synthase),
OPR2 (oxo-phyto-dienoate reductase), and JMT (jasmonate
methyl-transferase), showed no differential expression between
plant lines (see Supplemental Figure 5 online). Finally, double
mutants containing theMYB30ox construct and the jar1mutation
that affects JA signal transduction (Staswick et al., 2002) showed
the same accelerated and enhanced HR phenotype asMYB30ox
plants after inoculation by an avirulent strain of Pst (Figure 6D).
These results indicate that JA signal transduction does not play
an essential role in MYB30-driven phenotypes.
All together, these results show that the genes involved in
VLCFA biosynthesis may be direct downstream targets of MYB30,
being specifically and very rapidly regulated by MYB30, and sug-
gest a rather complex, and probably indirect, effect on the chlo-
roplastic and JA pathways by MYB30.
DISCUSSION
At MYB30 was identified as a gene rapidly, transiently, and
specifically expressed during the HR (Daniel et al., 1999) and was
shown by genetic approaches to be a key transcriptional acti-
vator of this response (Vailleau et al., 2002). One way of under-
standing the mode of action of this putative transcriptional
regulator and, more generally, the molecular mechanisms in-
volved in the regulation of the HR is to search for downstream
Figure 4. Alterations of Arabidposis Epicuticular Waxes by Modulation
of MYB30 Expression.
(A) Chlorophyll leaching assays with mature rosette leaves immersed in
80% ethanol after different times. Gray line with gray circles, the wild
type; black line with black squares, MYB30ox; black line with open
diamonds, fatb-ko mutant. Values are mean 6 SE from five replicates;
one representative experiment out of two is shown.
(B) GC-MS quantification (expressed as mg/dm2) of leaf epicuticular
waxes from the wild type (gray bars), MYB30ox (black bars), and
MYB30ko (white bars). The top right panel presents quantities of com-
pounds grouped by molecular families. Ald., aldehyde; Alk., alkane; Ket.,
ketone; Alc. 2, secondary alcohol; Alc. 1, primary alcohol. Values
represent means 6 SE from five replicates; one representative experi-
ment out of three is shown.
(C) Relative expression measured by Q-RT-PCR of two wax-related
genes after inoculation by the avirulent strains Xcc147 (left panels) and
Pst DC3000/avrRpm1 (right panels). Gene expression levels are quan-
tified relative to the expression level in the wild type at time 0. Gray line
with gray circles, the wild type; black line with black squares, MYB30ox;
dotted line with open squares, MYB30ko. Values represent mean 6 SE
from three independent experiments.
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target genes of MYB30. Here, we show by microarray analysis of
Arabidopsis plants that misexpress MYB30 and exhibit an al-
tered HR that the putative target genes of this regulator are
related to a specific step of lipid biosynthesis pathways, elon-
gation of FAs to form VLCFAs. These data link MYB30 to the acyl-
CoA elongase complex, required to generate derivatives playing
important regulatory roles in plants, such as sphingolipids.
MYB30-Regulated Genes Are Related Mainly to the VLCFA
Biosynthesis Pathway
The transcription factor MYB30 was found to act as a positive
regulator of the HR. We demonstrate here, using microarrays to
conduct a broad survey for genes whose expression is affected
by the activity of MYB30, that it is implicated in the regulation of
FA biosynthesis. Our analysis allowed the identification of 14
coexpressed genes involved in FA biosynthesis/signaling that
display differential expression in the various lines versus the wild
type. For all of the genes tested, quantitative RT-PCR confirmed
that their RNA levels were changed in response to modifications
in MYB30 expression. Only a few genes (28%) identified in our
study as activated directly or indirectly by MYB30 have putative
functions unrelated to FA biosynthesis (i.e., stress and signaling
responses) or unknown functions. The very low percentage of
transcription factors recovered is striking (set of 305 genes; see
Supplemental Table 1 online) and suggests that MYB30 may act
relatively directly in regulating downstream targets. In addition,
our 14 candidates are very rapidly upregulated, between 1 and
4 h after inoculation. This is particularly interesting if we consider
that direct downstream genes for MYB30 would have to satisfy
the following criteria: (1) increased level of expression in the
MYB30 sense transgenic line, and the reverse in the KO line, (2)
significantly increased transcripts 2 to 4 h after inoculation since
the expression of the MYB30 transcript reaches its maximum
Table 1. Leaf FA Composition Measured after Solubilization by Method IV from Markham et al. (2006) in Wild-Type (Col) and MYB30 Mutant
Arabidopsis Plants.
Plant Line Treatment C16:0 C16:X C18:0 C18:X C>20
Wild type None 21.57 6 0.73 11.01 6 0.46 1.94 6 0.08 64.06 6 0.37 1.43 6 0.27
MYB30ko None 23.14 6 1.14 11.26 6 0.29 2.00 6 0.09 62.34 6 0.54 1.24 6 0.10
MYB30ox None 23.20 6 1.56 10.69 6 0.60 2.04 6 0.33 62.46 6 1.36 1.60 6 0.20
Wild-type Versus Pst DC3000/avrRpm1 (24 hpi) 26.63 6 0.16 10.66 6 0.08 1.70 6 0.08 58.86 6 0.21 2.14 6 0.09
MYB30ko None 26.02 6 0.20* 11.90 6 0.44* 1.64 6 0.04 58.52 6 0.22 1.90 6 0.24*
MYB30ox None 29.98 6 0.24* 9.19 6 0.50* 1.86 6 0.04* 56.08 6 0.75* 2.87 6 0.24*
The contents in FA species are given as mean values with SD. C16:X and C18:X, unsaturated FAs with 16 and 18 carbon atoms, respectively; C>20,
sum of FAs with 20 or more carbon atoms. Significant differences according to a Student’s t test are marked by an asteriskwhen P < 0.05. Values
shown are mol %. hpi, h after inoculation.
Figure 5. fatb-ko Reverses Phenotypes Conferred by MYB30 Overexpression.
(A) Phenotype of fatB-ko MYB30ox, fad6 MYB30ox, and ssi2 MYB30ox double mutant lines 4 d after inoculation with Pst DC3000 carrying avrRpm1 at
low inoculum concentrations. Approximately 1 cm2 surface of the right half of the leaves was syringe infiltrated. Selected double mutant lines showing
representative symptoms are shown.
(B) Relative expression level of the PR1 gene measured by quantitative RT-PCR after inoculation by Pst DC3000 carrying avrRpm1. Gene expression
levels are quantified relative to the expression level in the wild type at time 0. Gray line with gray circles, the wild type; black line with black squares,
MYB30ox; black line with open diamonds, fatb-ko; dotted line with black diamonds, fatb-ko MYB30ox double mutant lines. Values represent mean6 SE
from three independent experiments.
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at 90 to 120 min after inoculation, and (3) existence of a MYB
binding site motif in the promoter region. All of this evidence is
compatible with MYB30 being a transcriptional activator of these
genes during the HR. This is corroborated by transient expres-
sion assays where MYB30 behaves as a transcriptional activator
of several genes encoding the four enzymes forming the FA
elongase complex, responsible for VLCFA biosynthesis. This
activity is dependent on the integrity of the C-terminal portion of
MYB30, since its truncated version lacking the last 89 amino
acids and putatively the activation domain was inactive in tran-
sient expression assays.
Contribution of Epicuticular Compounds to
MYB30-Driven Phenotypes
WIN1 was reported as a transcriptional activator of epidermal
wax accumulation in Arabidopsis (Broun et al., 2004). LACS2
(long-chain acyl-CoA synthetase 2), a gene involved in cutin
synthesis, is likely to be a direct target of WIN1 (Kannangara
et al., 2007). WIN1 was shown to regulate a two-step process
leading to changes in cutin composition: (1) a rapid and coordi-
nated induction of cutin biosynthesis genes followed by (2) an
induction of genes involved in wax biosynthesis. A parallel with
MYB30 regulation can be established here, since MYB30 leads
to (1) a rapid induction of genes involved in VLCFA synthesis,
followed ;1 h later by (2) an induction of wax-related genes.
However, while leaf epidermal wax accumulation was increased
up to 4.5-fold in WIN1-overexpressing lines compared with the
wild type (causing a glossy phenotype), MYB30 misexpression
causes weaker, although consistent, phenotypes, as shown in
Figure 6. Relationships between MYB30 and FA Desaturation and the
Jasmonate Signaling Pathways.
(A) Expression pattern of genes involved in plastidial FA biology: de novo
PUFA (FAD3) and FA synthesis (SSI2) after inoculation by Xcc147 (left
panel) or Pst DC3000/avrRpm1 (right panel). Gene expression levels
(determined by quantitative RT-PCR) are relative to the expression level
in the wild type at time 0. Gray line with gray circles, the wild type; black
line with black squares, MYB30ox; dotted line with open squares,
MYB30ko. Values represent mean 6 SE from three independent exper-
iments.
(B) GC-MS measurement of OPDA and JA in the wild type (gray bars),
MYB30ko (white bars), and MYB30ox (black bars) plants after inoculation
by the avirulent DC3000/avrRpm1 Pst strain. A representative experi-
ment (out of two independent experiments) including means 6 SD from
three replicates is shown.
(C) Relative expression of JA pathway marker genes associated with
wounding (VSP1 and LOX3) and pathogen response (PDF1-2 and PR4)
by quantitative RT-PCR. Gene expression levels are quantified relative to
the expression level in the wild type at time 0. Plants were inoculated by
the avirulent DC3000/avrRpm1 Pst strain. Gray line with gray circles, the
wild type; black line with black squares, MYB30ox; dotted line with open
squares, MYB30ko. One representative experiment out of four is shown.
Data for MYB30ko were standardized with the wild-type data to appear
on the same graph.
(D) Phenotypes of MYB30ox jar1 double mutants, parental lines, and the
wild type 4 d after inoculation by Pst DC3000/avrRpm1 at low inoculum
concentrations. Approximately 1 cm2 surface of the right half of the
leaves was syringe infiltrated. Two double mutant lines out of five
identified, showing representative symptoms, are shown.
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Figure 4. It should be noted that no significant effect on wax
synthesis could be detected in MYB30ko, neither at the gene
expression level nor at the biochemical level, suggesting that the
lack of MYB30 activation can be overridden by stronger wax
pathway activators in MYB30ko plants.
Nevertheless, we found among the list of 28 putative targets of
MYB30 at least 13 genes related to cuticle synthesis. These were
from different steps of cuticle assembly, from synthesis of
precursor molecules to derivation and export from the cell. As
previously discussed, the major functional group of genes en-
codes VLCFA synthesis enzymes, but we also identified two
genes associated with cutin synthesis (GPAT4 and ATT1) and
two LTPs that could be involved in export of wax components out
of the cell. This list of putative targets also contains two genes
related to wax synthesis: WAX2/CER3 and CER2. Interestingly,
the role of the enzymes encoded by these two genes is not fully
elucidated, and they are sometimes considered to be involved in
FA elongation rather than wax assembly (Rowland et al., 2007).
By contrast, according to our microarray data, expression of the
wax synthesis markers (CER1 and CER4) is upregulated in
healthy MYB30ox plants but falls down to the level of the wild
type after inoculation (see Supplemental Figure 1B online). This is
consistent with alteration of the wax content of healthyMYB30ox
plants. These data support wax synthesis being altered as a
consequence of targeting of the VLCFA synthesis in MYB30
mutants. We hypothesize that in healthy plants overexpressing
MYB30, VLCFAs, in higher abundance, are metabolized into wax
component derivatives and that after inoculation, this pool of
VLCFAs is redirected to the synthesis of derivatives involved in
cell death signaling (Figure 7). Future work will be conducted to
identify these putative signals.
Alterations of wax composition measured in MYB30ox could,
however, account for a part of the phenotype of these plants.
Indeed, in the att1 mutant, cutin content was reduced to 30%,
and disease severity following inoculation with Pst DC3000 was
enhanced (Xiao et al., 2004). It was proposed that some FAs may
Figure 7. A Schematic Overview of Metabolic Pathways Regulated by MYB30 during the Incompatible Interaction between Arabidopsis and Avirulent
Bacterial Pathogens.
Elements strongly (maybe directly) and positively regulated by MYB30 are indicated in red (genes of the acyl-CoA elongase complex, accumulation of
VLCFAs, accumulation of SA, and cell death), other elements positively but weakly regulated by MYB30 are indicated in orange (upstream steps of
VLCFA synthesis, wax- and cutin-related genes, and wax accumulation), elements shown in gray are not significantly regulated by MYB30, at least
during the early events of the interaction, and elements shown in blue are negatively regulated (directly or indirectly) by MYB30 (expression of genes
encoding FA desaturases). We hypothesize that inoculation triggers the synthesis of new signaling molecules as indicated by the dotted arrow. These
molecules, together with other lipid-derived signals, such as salicylic acid, oxylipins, JA, and phospholipids, would subsequently act for activation of the
hypersensitive cell death. Synthesis of these VLCFA-derivated signals may be enhanced by MYB30. Definitely, upregulation of VLCFA synthesis in
nonchallenged MYB30ox plants allows an enhanced accumulation of VLCFAs and of VLCFA metabolizing enzymes. The cell is thus predisposed to
respond stronger and faster to pathogen attack. PM, plama membrane; CW, cell wall.
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repress bacterial type III gene expression in the intracellular
space. Similarly, the sma4 mutant, which is altered in LACS2
gene encoding a member of long-chain acyl-CoA synthetases,
displays severe symptoms when inoculated by Pst avirulent
strains (Tang et al., 2007). However, this mutant shows high
resistance to the necrotrophic fungal pathogen Botrytis cinerea,
as do the att1, bodyguard, and lacerate mutants, all affected in
cutin synthesis. Similar observations were made for the bre1
mutant (Bessire et al., 2007). In these mutants, the more perme-
able cutin is assumed to allow a better release of antifungal
compounds at the cell surface (Adie et al., 2007; Bessire et al.,
2007). Thus, recent studies suggest that some extracellular lipid-
derived molecules are able to repress the growth of pathogens,
while others constitute a physical barrier to cell penetration.
Although leaf epidermal wax accumulation is only weakly affected
by MYB30, we hypothesize that activation of wax/cutin-related
genes in MYB30ox may participate, to some extent, in the en-
hanced resistance phenotype (but not the HR phenotype) toward
bacterial pathogens observed in these plants. In this context, our
analysis suggested that resistance to the necrotrophic fungus
Sclerotinia sclerotiorum is not (or only slightly) affected in the
MYB30 transgenic lines and in theMYB30komutant relative to the
wild type (see Supplemental Figure 6 online). These data suggest
that MYB30 has a complex function which can vary according to
the interaction and that, as previously reported (Adie et al., 2007;
Bessire et al., 2007), the complex regulatory network regulating
plant defense is probably fine-tuned according to the particular
characteristics of the interaction and not only to the pathogen
lifestyles (biotrophic/necrotrophic).
An Integrated View of MYB30-Regulated Lipid Metabolism
during the Incompatible Interaction
The FA composition of lipids has been shown to be affected after
inoculation with avirulent bacteria (Yaeno et al., 2004), and
defects in FA composition were shown to be responsible for
altered defense responses in the fad7 fad8double mutant (Yaeno
et al., 2004) and in the ssi2 mutant, which fails to accumulate
C18:1 (Kachroo et al., 2001). An explanation may be that poly-
unsaturated fatty acids (PUFAs) can modulate the activity of
various regulatory enzymes (Ntambi and Miyazaki, 2003). We
showed here that in the MYB30 mutant and transgenic lines, the
accumulation of PUFAs is altered along with the misregulation of
FAD3 and FAD8. Thus, the altered balance of saturated/unsat-
urated FAs by itself should be partly responsible for the pheno-
types of the MYB30 mutant and transgenic lines. On the other
hand, oxilipins and jasmonates, generated from chloroplastic
18:3 and 16:3 FAs, were shown to play important regulatory roles
in response to environmental signals (Turner et al., 2002; Weber,
2002; Farmer et al., 2003). MYB30 was shown to alter accumu-
lation of these compounds: (1) tobacco plants expressing At
MYB30ox exhibited markedly increased lipid peroxidation after
inoculation with an HR-inducing pathogen compared with the
wild-type plants (Vailleau et al., 2002), and (2) Arabidopsis
MYB30 mutant and transgenic plants show some weak and
complex alterations of JA and OPDA accumulation after inocu-
lation by an avirulent bacterial pathogen. However, despite a
possible role of these molecules in the plant response to path-
ogens, the evidence accumulated in this work argues against
direct regulation by MYB30 of the saturated/unsaturated bal-
ance of FAs and the oxylipin biosynthesis: (1) alteration (if any) of
FAD and JA-related gene expression occurs a few hours later
than the regulation of putative target genes, (2) accumulation of
signaling compounds derived from chloroplastic FAs, such as
oxylipins and jasmonates, do not show coherent and strong
defects, (3) lipid peroxidation increase in MYB30ox (compared
with the wild type) is coincident with lesion appearance (i.e., a
few hours after putative target gene activation) (Vailleau et al.,
2002), and (4) a mutation disturbing JA signal transduction does
not alter MYB30-conferred phenotypes. These results suggest
that modulation of some components of the chloroplastic FA
biosynthesis pathway results more likely from a secondary effect
of MYB30 regulation on VLCFA synthesis.
To go further, different hypotheses can be proposed to inte-
grate these secondary effects. First, considering that both
VLCFAs and a part of plastidial PUFAs are synthesized from the
same pool of C18:0, it can be conceived that alteration of VLCFA
synthesis would impact plastidial PUFA metabolism. Besides, the
ssi2 mutant is affected in a plastidic stearoyl-ACP desaturase
(Kachroo et al., 2001), which plays an important role in regulating
the overall level of PUFAs and preferentially desaturates 18:0-
ACP to yield 18:1-ACP. A reduction of C18:1 levels in ssi2 plants
results in constitutive activation of the SA-dependent pathway
and in repression of the JA-dependent pathway (Kachroo et al.,
2003), showing the importance of plastidial FAs in defense
signaling and demonstrating the existence of an intricate signal-
ing network involving FAs and both JA and SA pathways.
Previous studies clearly established that SA- and JA-dependent
pathways do not act independently and that key regulatory com-
ponents may control crosstalk between these signaling path-
ways (Kachroo et al., 2003; Nandi et al., 2003; Li et al., 2004;
Lorenzo et al., 2004). Consistent with this, MYB30 interferes with
the ability of JA to activate PDF1-2 and PR4 expression but not
VSP1 and LOX3 expression. These results suggest an antago-
nistic action of SA on some JA signaling pathways or a differential
regulation of these two sets of genes, as previously shown (Lorenzo
et al., 2004). Therefore, MYB30’s primary effect (positive regu-
lation of VLCFA synthesis) should also be considered as a part of
an intricate signaling network conditioning defense responses.
To summarize, we show here that MYB30 overexpression (1)
coordinately enhances the expression of genes encoding the
different subunits of the acyl-coA elongase complex required for
VLCFA synthesis, (2) promotes the accumulation of VLCFAs
inside the cell, (3) causes subtle changes in cuticle composition,
(4) does not alter de novo FA biosynthesis, and (5) does not
directly alter PUFA, JA, and oxylipin accumulation. Consequently,
MYB30 may be involved in the generation of novel VLCFA-derived
signals able to regulate the HR cell death and defense responses.
A working model representing MYB30-dependent regulation of
the different pathways related to FA metabolism in response to an
avirulent pathogen is proposed (Figure 7).
MYB30: A Role in Lipid Signaling for Control of Cell Death?
Since regulation of the hypersensitive cell death response is one
of the major phenotypes conferred by MYB30, and from the data
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presented here, it is tempting to speculate that derivatives of the
VLCFA biosynthesis pathway may participate in the regulation of
programmed cell death.
Such molecules might be sphingolipids. Indeed, as discussed
above, VLCFAs are required for synthesis of these ubiquitous
membrane components in eukaryotic cells. Sphingolipids have a
ceramide backbone, which consists of an FA attached to a long-
chain amino alcohol. They have recently emerged as important
signaling molecules regulating fundamental cell responses, such
as cell death and differentiation, proliferation, and aspects of
inflammation in animal cells. Ceramide generated in membranes
has been shown to be central for the induction of apoptosis by
death receptors and many stresses (Schenck et al., 2007).
Ceramide-1-phosphate and ceramide are antagonistic molecules
that can be interconverted in cells. Sphingosine-1-phosphate
(S1P) is generated from ceramide by the consecutive actions of
ceramidase and sphingosine kinase. S1P can induce cell prolif-
eration via activation of the Edg family of receptors (for a review,
see Gomez-Munoz, 2006). Plant ceramides are also able to induce
cell death in Arabidopsis cells (Towney et al., 2005). The mutants
acd5 (Liang et al., 2003) and acd11 (Brodersen et al., 2002),
disrupted in a putative ceramide kinase and a sphingosine transfer
protein, respectively, show increased disease symptoms during
pathogen attack and apoptotic-like cell death, dependent on de-
fense signaling. Interestingly, downregulation of the gene puta-
tively encoding enoyl-CoA reductase that catalyzes the last step of
VLCFA elongation in N. benthamiana produced typical cell death
symptoms in leaves. Hence, regulation of the levels of these me-
tabolites and their precursors, among them VLCFAs, is of the ut-
most importance in determining cell fate in animals and in plants.
In addition to signaling functions, VLCFAs could participate in
membrane reorganization. In animal cells, ceramide forms large
ceramide-enriched membrane domains that provide the spatial
and temporal organization of the cellular signalosome upon
activation. Membrane microdomains, also called lipid rafts,
known to concentrate receptors, reorganize signaling molecules
and thus amplify the primary signal generated by a receptor in
animal cells, have been found to operate in response to patho-
gens (Stulnig et al., 2001; Gulbins et al., 2004). Similar structures
have recently been found in tobacco leaves (Mongrand et al.,
2004) and Medicago truncatula roots (Lefebvre et al., 2007).
Therefore, MYB30 might modulate the HR cell death by promot-
ing the generation of VLCFA- and/or plastidial FA-derived signals
by altering the composition and organization of membrane lipid
rafts (Mongrand et al., 2004).
In conclusion, this work identifies a novel role of the biosyn-
thesis pathway of VLCFAs in controlling cell death and defense in
plants. These findings set the stage for further investigation of
molecular and biochemical mechanisms enabling plants to con-
trol cell death and select the right set of signaling pathways to
respond to pathogen attack.
METHODS
Plant Materials
Arabidopsis thaliana plants were grown under controlled conditions
as previously described (Lacomme and Roby, 1996). Plants from either
the Ws genetic background (wild-type Ws-4, sense pBIM131-20A-
MYB30ox-, and antisense pBIW13-1A transformed lines [Vailleau et al.,
2002]) or the Col-0 genetic background (wild-type Col-0, sense pBIM131-
A1-MYB30ox-, and the GABI-KAT T-DNA line 022F04-MYB30ko-) were
used depending on the experiment, as detailed below.
Microarray Data and Statistical Analysis
Leaves of 4-week-old plants from the Ws-4 genetic background were
syringe-infiltrated, with the Xcc147 strain, at 108 colony-forming units
(cfu)/mL. For each time point, five leaves of 10 plants, noninoculated or
inoculated, were harvested (60 min, 75 min, 90 min, 105 min, 2 h, 4 h, 6 h,
12 h, 24 h, and 30 h after infiltration), pooled (60 to 75 min, 90 to 105 min,
and 2 to 4 h) and frozen. Total RNA was isolated as described (Lorrain
et al., 2004). Labeling, hybridization, and detection on the ATH1 Arabi-
dopsis chips (Affymetrix) were performed at the Affymetrix Platform from
the Ge´nopole Alsace-Lorraine (Institut de Ge´ne´tique et de Biologie
Mole´culaire et Cellulaire, Illkirch, France), as described (Redman et al.,
2004). Genomic ratios were calculated with the Affymetrix Gene Chip
software MAS 5.0 as described (Journot-Catalino et al., 2006). First, MAS
5.0 expression estimates were obtained in two independent experiments,
and data were sorted with Excel and Access (Microsoft). Hierarchical
clustering was done and the distance metric used was d ¼ (1  r), with r
being the Spearman rank correlation function between samples (Lucas
and Jasson, 2006). The Ward linkage method was used, and the hierar-
chical tree was cut into 44 clusters. We also clustered our data into a 2D-
SOM (Kohonen, 1990) 53 5 using the GeneSight program (Biodiscovery)
with a Euclidian distance on signal log ratio. The data discussed in this
publication have been deposited in the National Center for Biotechnology
Information Gene Expression Omnibus (GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.-
gov/geo/) and are accessible through GEO Series accession number
GSE9674.
RT-PCR
Leaves of 4-week-old plants were syringe-infiltrated by either the Xcc147
strain at 108 cfu/mL (experiments from Figures 2 and 4) or the Pst
DC3000/avrRpm1 strain at 5.107 cfu/mL (experiments from Figures 5 and
6). Total RNA extraction was performed from two leaf discs from two
different plants for each experiment (Lorrain et al., 2004). Real-time
quantitative PCR was performed as previously described (Lorrain et al.,
2004) using SYBR green for DNA staining, and the primers and conditions
used are described in Supplemental Table 5 online.
JA Extraction and Analysis
Leaves of 4-week-old plants from the Col-0 genetic background were
syringe-infiltrated with the Pst DC3000/avrRpm1 strain at 5.107 cfu/mL.
Tissue (500 mg) was used and the assay was performed as previously
described (Stenzel et al., 2003) with the following modifications: HPLC
fractions recovered were at retention times 13 to 14.5 (JA) and 21.75 to
22.5 (OPDA). Pentafluorobenzyl esters were measured with GC-MS on a
Polariz Q (Thermo-Finnigan) at 100 eV with column 30 m 3 0.25 mm 3
0.25 mm film thickness, cross-bond 5% diphenyl – 95% dimethyl
polysiloxane, injection and interface temperatures 200 and 2508C, re-
spectively, and oven program of 1 min at 608C, 258C min1 to 1808C, 58C
min1 to 2708C, 108C min1 to 3008C, and 10 min 3008C.
Transient Expression Assay in Nicotiana benthamiana
Transient expression assays were performed using N. benthamiana
leaves as previously described (Rivas et al., 2002). Promoter regions of
KCS1, FDH, andDH3 genes (2010, 1963, and 1307 bp, respectively) were
amplified from Arabidopsis genomic DNA using the following primers:
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KCS1 promoter F and R for KCS1, FDH promoter F and R, DH3 promoter
F and R for DH3 (see Supplemental Table 5 online). The corresponding
PCR fragments were cloned into the pDONR207 ENTRY vector by
Gateway recombinational cloning technology using the attB 3 attP (BP)
recombination sites. Fragments containing promoter sequences were
subsequently transferred into the pKGWFS7 Destination vector (Karimi
et al., 2002) by LR cloning, resulting in plant expression vectors containing
transcriptional fusions between the promoters and the GUS and GFP
reporter genes. For construction of the activator plasmid, At MYB30 and
At MYB30 without its transactivation domain (MYB30DAD, deletion from
234 to 323 amino acids) were amplified from Arabidopsis genomic DNA
by PCR using the following primers: MYB30-ClaI-S and MYB30-BamHI-
AS or MYB30DAD-BamHI-AS (see Supplemental Table 5 online), re-
spectively, for MYB30 and MYB30DAD. Following restriction enzyme
digestion, they were ligated into the binary vector pBIN19H (Rivas et al.,
2002). These constructs were introduced into GV3101 or C58C1 strains of
Agrobacterium tumefaciens
GUS activity was assayed using the substrate 4-methylumbelliferyl-b-
D-glucuronide as previously described (Balague´ et al., 2003). GFP fluo-
rescence was observed 2.5 d after agroinfiltration, using a fluorescence
microscope (Leica) with a filter set providing 455 to 490 nm excitation and
emission above 515 nm. Protein extraction was performed as previously
described (Rivas et al., 2002) on four leaf discs per construct, harvested
1.5 d after inoculation. For electrophoresis, samples were loaded on
NuPAGE Novex Bis-Tris gel as described by the manufacturer (Invitro-
gen). Proteins were separated and transferred onto nitrocellulose by wet
electroblotting. For TAP protein detection, rabbit PAP soluble complex
antibody (Sigma-Aldrich) was used as a diluted solution (at 1:2000) in
TTBS (Tween-Tris buffered saline)þ 5% skimmed milk powder. Blot was
developed using the Immobilon kit (Millipore) by autoradiography.
Leaf Total FA Analysis
Leaves of 4-week-old plants from the Col-0 genetic background were
syringe-infiltrated with the Pst DC3000/avrRpm1 strain at 5.107 cfu/mL.
Each sample was harvested in five replicates, and analysis was per-
formed on three independent biological experiments. For extraction of
FAs, lipid solubilization was performed as in Method IV from Markham
et al. (2006). From 1 g fresh weight of leaf tissue, 200 mL of the resulting
lipid solution was evaporated under nitrogen and 40 mg of C17:0 was
added as an external standard. Samples were then transmethylated in
methanol–HCl for 18 h at 808C. Cuticular waxes were extracted from fresh
leaves by immersing tissues for 30 s in 15 mL of chloroform. After the
addition of 5 mg of docosane as an internal standard, extracts were dried
under a gentle stream of nitrogen, dissolved into 100 mL of BSTFA-TMCS
[N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide):trimethylchlorosilane (99:1)] and
derivatized at 808C for 1 h. Surplus BSTFA-TMCS was evaporated under
nitrogen and samples were dissolved in 200 mL hexane for analysis.
An Agilent 6850 gas chromatograph with helium as the carrier gas (1.5
mL/min) was used. The gas chromatograph was programmed with an
initial temperature of 1608C for 1 min and increased at 508C/min to 2008C,
held for 0.2 min at 2008C, increased again at 48C/min to 3208C, and held
for 8 min at 3208C. Qualitative analyses were performed using an HP-5MS
column (30 m 3 0.25 mm 3 0.25 mm) and an Agilent 5975 mass spec-
trometric detector (70 eV, mass-to-charge ratio of 50 to 750). Quantitative
analyses were performed using an HP-1 column (30 m 3 0.32 mm 3
0.25 mm) and a flame ionization detector. Quantification was based on
peak areas and internal standards.
Genetic Analysis
Arabidopsis fatB-ko mutant (Bonaventure et al., 2003) and MYB30ox
plants from the Ws-4 genetic background were crossed using MYB30ox
as the pollen donor. F2 plants were screened by PCR to identify
homozygous fatB-ko plants containing the MYB30ox construct. The
same crossing procedure was used to generate fad6 MYB30ox, ssi2
MYB30ox, and jar1 MYB30ox double mutant plants with a Col-0 back-
ground. The fad6 and ssi2 mutants are SALK accessions, numbered N207
and N536854, respectively. Screening for homozygous mutations was
performed using cleaved-amplified polymorphic sequence (Glazebrook
et al., 1998) and the StuI restriction site created by the jar1mutation, or the
AlwNI restriction site, abolished by the fad6 mutation. For phenotype
observations, plants were infiltrated with a syringe on a limited area of the
leaf with the Pst DC3000/avrRpm1 strain at 5.105 cfu/mL.
Accession Numbers
Sequence data from this article can be found in the Arabidopsis Genome
Initiative or GenBank/EMBL databases under the following accession
numbers: KCS1 (b-ketoacyl-CoA synthase 1) At1g01120, GPAT4 (glyc-
erol-3P acyl transferase) At1g01610, KCS2 (b-ketoacyl-CoA synthase 2)
At1g07720, LTP (lipid transfer protein, GPI anchored) At1g27950, GL8
(b-keto acyl reductase; GLOSSY8) At1g67730, FDH (b-ketoacyl-CoA syn-
thase; FIDDLEHEAD) At2g26250, LTP2 (nonspecific lipid transfer protein
2) At2g38530, CER10 (enoyl-CoA reductase At3g55360, ATT1 (cyto-
chrome P450; CYP86A2) At4g00360, HCD1 (enoyl-CoA hydratase/isom-
erase) At4g14440, CER2 (CoA-dependent acyl transferase) At4g24510,
PPT1 (palmitoyl thioesterase) At5g47330, WAX2/CER3 (fatty acid reduc-
tase putative) At5g57800, FATB (acyl-ACP thioesterase B) At1g08510,
LACS3 (long-chain acyl-CoA synthetase) At1g64400, DH3 (enoyl-CoA
hydratase) At4g16210, FAD3 (fatty acid desaturase 3) At2g29980, SSI2/
FAB2 (stearoyl desaturase 2) At2g43710, MOD1 (enoyl-ACP reductase)
At2g05990, ACC2 (acetyl-CoA carboxylase 2) At1g36180, a-DOX
(a-dioxygenase) At3g01420, AOS (allene oxide synthase) At5g42650,
OPR2 (oxo-phyto-dienoate reductase) At1g76690, JMT (jasmonate methyl-
transferase) At1g19640, HPL (allene oxide synthase) At4g15440, and FAD8
(fatty acyl desaturase 8) At5g05580.
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Supplemental Figure 1 : Effect of MYB30 
deregulation on the expression of genes associated 
to very long chain fatty acids metabolism after 
bacterial inoculation 
(A) Plants were inoculated by avirulent bacterial 
strains, Xcc147 on the left panels, Pst
DC3000/avrRpm1 on the right panels. Relative gene 
expression level (fold induction) are quantified by Q-
RT-PCR relative to the expression level in wild-type 
at time 0. Two Representative experiments out of 5 
are shown.
(B) Microarray data for 2 wax-related genes. Plants 
were inoculated by Xcc147. One representative 
experiment out of 2 is shown. 
Hpi, hours post inoculation; grey line, wild-type; light 
grey line, MYB30ko; black line MYB30ox.
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Supplemental Data. Raffaele et al. (2008). A MYB Transcription Factor Regulates Very Long
Chain Fatty Acid Biosynthesis for Activation of the Hypersensitive Cell Death Response in
Arabidopsis.
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Supplemental Figure 2: Transactivation of lipid-related gene promoters by MYB30 in transient assays in Nicotiana benthamiana leaves.
GUS activity in leaf discs infiltrated with reporter constructs from the indicated gene either: alone (white bars), with the MYB30 activator construct
(hatched bars) or with the activator construct containing a truncated version of MYB30 (grey bars).  These results are representative of at least 
6 independent experiments. Mean ± s.e. from four replicates is shown.  Statistical significance according to a Student t test p-value of less than
0.0005 is indicated by ***.
(A) Transactivation of 1 gene promoter involved upstream of VLCFA biosynthesis.
(B) Transactivation of 5 promoters corresponding to genes encoding the subunits of the acyl-coA elongase complex.
(C) Transactivation of 2 promoters corresponding to other genes involved in VLCFA biosynthesis.
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Supplemental Figure 3: Additional information about alterations of Arabidposis epicuticular waxes by modulation of MYB30 
expression
(A) Scanning electron micrographs showing epidermal cell cuticle sections (x 5000). 
(B) Scanning electron micrographs showing epidermal cells jigsaw pattern (x 550) 
(C) GC-MS quantification of stem epicuticular waxes from wild type (gray bars), MYB30ox (black bars) and MYB30ko (white bars) 
plants. Alc. 2, secondary alcohol; Ket, ketone. Standard errors were calculated from 5 replicates, 1 representative experiment out of 
3 is shown.
(D) Leaf fatty acids composition measured after chlorofom/methanol extraction in wild-type (Columbia) and MYB30 mutant 
Arabidopsis plants. Values shown are mol%. The contents in fatty acid species are given as mean values with standard deviation. 
C16:X and C18:X, unsaturated fatty acids with 16 and 18 carbon atoms respectively; C>20, sum of fatty acids with 20 or more 
carbon atoms; hpi, hours post inoculation.
Supplemental Figure 4: Identification by GC-MS of lipid acyl chains in WT and MYB30ox lines inoculated by Pst DC3000/avrRpm1
(A) Two representative GC chromatograms obtained after sphingolipid-enriched extraction from WT (black) and MYB30ox (red) 
inoculated plants. Clearly identified acyl chains are indicated on the graph, a close up view is shown for chains > 20 carbon atoms.
(B) Mass spectrometry analysis of peaks corresponding to acyl chains > 20 carbon atoms.
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Supplemental Figure 5: Effect of MYB30 deregulation on the expression of jasmonate- and other plastidial lipid-related genes 
after inoculation by avirulent bacterial strains, Xcc147 on the left panels, Pst DC3000/avrRpm1 on the right panels. 
Relative gene expression level (fold induction) are quantified by Q-RT-PCR relative to the expression level in wild-type at time 0. 
Hpi, hours post inoculation; grey line, wild-type; light grey line, MYB30ko; black line MYB30ox. Two Representative experiments out 
of 5 are shown..
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Supplemental Figure 6: Sclerotinia sclerotiorum infection of At MYB30 lines.
Leaves of 4 week-old plants were inoculated with Sclerotinia sclerotiorum (strain S55) as previously described (Guo et al., 2007), using a slightly 
modified procedure (Grezes-Besset B., personal communication). A paper filter disc (1 cm in diameter, instead of an agar plug) containing the 
advancing edge of S. sclerotiorum mycelium was used for inoculation. (A) Macroscopic observation of symptoms 5 days after inoculation with 
Sclerotinia mycelium, of Ws-4, MYB30ox/Ws-4, MYB30as/Ws-4, Col-0, MYB30ko, and abi1-1. The mutant abi1-1 is used here as a susceptible 
control (Guimaraesand Stotz, 2004).  (B) Disease symptoms were scored 3 days after inoculation with Sclerotinia mycelium. Each inoculated plant 
was scored as: no symptom: 0; inoculated leaf necrotized: 1; symptoms observed beyond the inoculated leaf, but not more than half of the leaf 
petioles: 2; symptoms observed for all the petioles: 3; symptoms observed for all the leaves of the rosette (beyond the petioles) : 4; the plant is dead.
The represented average disease scores and the standard deviations were calculated from the values of nine plants. Stars indicate that 
according to Student t test (P < 0.05), means of scoring values differ significantly from the wild-type controls (Ws-4 and Col-0).
Supplemental Table 1.
List of the 305 candidate genes differentially expressed in wild-type and MYB30 overexpressing plants 
at different timepoints after inoculation with Xcc147. 
Fold changes presented in red represent points for which gene expression level is significantly induced 
according to the p-value associated (Affymetrix MAS5.0). aAffymetrix Probe set number. bInoculated wild-type 
plants compared to the T0 timepoint. cinoculated MYB30ox compared to inoculated wild-type. dArabidopsis
Genome Initiative number and corresponding putative function. SLR, Signal Log Ratio. C, Change call: 
Increase (I), Marginal Increase (MI), No Change (NC), Marginal Decrease (MD), or Decrease (D). p-value, 
change p-value corrected with the Wilcoxon’s signed rank test according to the Affymetrix statistical 
references.
http://www.plantcell.org/content/vol0/issue2008/images/data/
tpc.107.054858/DC1/SupplementalDataset.xls
Supplemental Table 2.
The 28 genes that, upon inoculation with Xcc147, are i) induced in the wild-type, ii) up-regulated in MYB30ox 
compared to wild-type, and iii) repressed in MYB30as compared to wild-type. a Affymetrix Probe set number. 
B Arabidopsis Genome Initiative number and corresponding putative function. 
Probe seta
Lipid Metabolism
261570_at AT1G01120 KCS1 (ȕ-ketoacyl-CoA synthase 1)
259430_at AT1G01610 GPAT4 (Glycerol-3P acyl trasnferase) 
261420_at AT1G07720 KCS2 (ȕ-ketoacyl-CoA synthase 2)
259592_at AT1G27950 LTP (Lipid transfer protein, GPI anchored)
245199_at AT1G67730 GL8 (ȕ-keto acyl reductase - GLOSSY8)
267377_at AT2G26250 FDH (ȕ-ketoacyl-CoA synthase - FIDDLEHEAD)
266415_at AT2G38530 LTP2 (nonspecific lipid transfer protein 2) 
258856_at AT3G02040 SRG3 (glycerophosphoryl diester phosphodiesterase)
251796_at AT3G55360 CER10 (enoyl-CoA reductase)
255690_at AT4G00360 ATT1 (cytochrome P450 CYP86A2)
245612_at AT4G14440 HCD1 (enoyl-CoA hydratase/isomerase )
254122_at AT4G24510 CER2 (fatty acids elongation)
248812_at AT5G47330 PPT1 (palmitoyl thioesterase)
247884_at AT5G57800 WAX2 (aldehyde decarbonylase)
Other functions
259579_at AT1G28010 Multidrug resistance P-glycoprotein
262369_at AT1G73010 Phosphatase (orphan 1)
260051_at AT1G78210 Hydrolase
263426_at AT2G31570 GPX2 (glutathione peroxidase) 
266184_s_at AT2G38940 PT2 (phosphate transporter)
259018_at AT3G07390 AIR12 (auxin-responsive protein)
257654_at AT3G13310 DNAJ heat shock protein (J11)
254041_at AT4G25830 Integral membrane protein
253638_at AT4G30470 Cinnamoyl-CoA reductase
252943_at AT4G39330 Mannitol dehydrogenase
250428_at AT5G10480 PAS2 (tyrosine phosphatase-like protein) 
246071_at AT5G20150 SPX (SYG1/Pho81/XPR1 domain, similar to PHO1 protein)
Unclassified
245783_s_at AT1G35180 Expressed protein
248028_at AT5G55620 Expressed protein
Identifierb
Supplemental Table 3.
The 24 genes (from among 305 candidate genes) identified with hierarchical clustering with Ward linkage and the Spearman 
rank correlation based distance (Lucas and Jasson 2006). a Affymetrix Probe set number. B Arabidopsis Genome Initiative number 
and corresponding putative function. 
Probe seta
Lipid Metabolism
261570_at AT1G01120 KCS1 (ȕ-ketoacyl-CoA synthase 1)
259430_at AT1G01610 GPAT4 (Glycerol-3P acyl trasnferase) 
261420_at AT1G07720 KCS2 (ȕ-ketoacyl-CoA synthase 2)
259592_at AT1G27950 LTP (Lipid transfer protein, GPI anchored)
245199_at AT1G67730 GL8 (ȕ-keto acyl reductase - GLOSSY8)
267377_at AT2G26250 FDH (ȕ-ketoacyl-CoA synthase - FIDDLEHEAD)
266415_at AT2G38530 LTP2 (nonspecific lipid transfer protein 2) 
251796_at AT3G55360 CER10 (enoyl-CoA reductase)
255690_at AT4G00360 ATT1 (cytochrome P450 CYP86A2)
245612_at AT4G14440 HCD1 (enoyl-CoA hydratase/isomerase )
254122_at AT4G24510 CER2 (fatty acids elongation)
248812_at AT5G47330 PPT1 (palmitoyl thioesterase)
247884_at AT5G57800 WAX2 (aldehyde decarbonylase)
Other functions
260676_at AT1G19450 Integral membrane protein
255403_at AT4G03400 DFL2 (dwarf in light 2) 
254041_at AT4G25830 Integral membrane protein
252943_at AT4G39330 Mannitol dehydrogenase
250428_at AT5G10480 PAS2 (tyrosine phosphatase-like protein) 
246445_at AT5G17630 Glucose-6-phosphate/phosphate translocator, putative
248393_at AT5G52060 ATBAG1 (Arabidopsis thaliana BCL-2-associated athanogene 1
247597_at AT5G60860 AtRABA1f (Arabidopsis Rab GTPase homolog A1f)
Unclassified
245783_s_at AT1G35180 Expressed protein
253165_at AT4G35320 Expressed protein
248028_at AT5G55620 Expressed protein
Identifierb
Supplemental Table 4.
The  25 genes identified with a 2D-SOM (Kohonen, 1990) 5 x 5 using the GeneSight program (Biodiscovery, USA) with an Euclidian distance 
on signal log ratio. a Affymetrix Probe set number. b Arabidopsis Genome Initiative number and corresponding putative function. 
Probe seta
Lipid Metabolism
261570_at AT1G01120 KCS1 (ȕ-ketoacyl-CoA synthase 1)
259430_at AT1G01610 GPAT4 (Glycerol-3P acyl trasnferase) 
261420_at AT1G07720 KCS2 (ȕ-ketoacyl-CoA synthase 2)
259592_at AT1G27950 LTP (Lipid transfer protein, GPI anchored)
245199_at AT1G67730 GL8 (ȕ-keto acyl reductase - GLOSSY8)
267377_at AT2G26250 FDH (ȕ-ketoacyl-CoA synthase - FIDDLEHEAD)
266415_at AT2G38530 LTP2 (nonspecific lipid transfer protein 2) 
251796_at AT3G55360 CER10 (enoyl-CoA reductase)
255690_at AT4G00360 ATT1 (cytochrome P450 CYP86A2)
245612_at AT4G14440 HCD1 (enoyl-CoA hydratase/isomerase )
254122_at AT4G24510 CER2 (fatty acids elongation)
248812_at AT5G47330 PPT1 (palmitoyl thioesterase)
247884_at AT5G57800 WAX2 (aldehyde decarbonylase)
Other functions
260676_at AT1G19450 Integral membrane protein
259579_at AT1G28010 Multidrug resistance P-glycoprotein
259169_at AT3G03520 Phosphoesterase family protein 
255403_at AT4G03400 DFL2 (dwarf in light 2) 
254041_at AT4G25830 Integral membrane protein
252943_at AT4G39330 Mannitol dehydrogenase
250428_at AT5G10480 PAS2 (tyrosine phosphatase-like protein) 
246445_at AT5G17630 Glucose-6-phosphate/phosphate translocator, putative
248393_at AT5G52060 ATBAG1 (Arabidopsis thaliana BCL-2-associated athanogene 1
Unclassified
245783_s_at AT1G35180 Expressed protein
253165_at AT4G35320 Expressed protein
248028_at AT5G55620 Expressed protein
Identifierb
Primer name Locus Sequence Annealing temperature for PCR
E -TUB 4 F At4g44340 GAGGGAGCCATTGACAACATCTT 65°C
E -TUB 4 R At4g44340 GCGAACAGTTCACAGCTATGTTCA 65°C
KCS2 F At1g07720 TAATCTCTCTCTCCACCGCTT 65°C
KCS2 R At1g07720 TGCCTCTTTTCTCGCTTCTT 65°C
CER10 F At3g55360 TGACTCTTCCCGTGACTCCT 65°C
CER10 R At3g55360 CGAAGAAGAAGAGTGTGCGGTA 65°C
HCD1 F At4g14440 GAAATGGAATGGTGAGGTGTATGC 63°C
HCD1 R At4g14440 CGTGCTTAGTGAAATGGACGTTG 63°C
GL8 F At1g67730 ATCTTTCTACATCTACTTCCTCCGACC 57°C
GL8 R At1g67730 TCCGTTTCACACCTTCATCAAT 57°C
FATB F At1g08510 CGTCGTCATTCTTTCCTGTA 65°C
FATB R At1g08510 AACCAACCTTTTTCCCATTA 65°C
LACS3 F At1g64400 TGAACAAGCATCTCCAATAGC 65°C
LACS3 R At1g64400 CACAAAAGTCCCACCACAAC 65°C
WAX2/CER3 F At5g57800 CATGCAGGAGGAGTGGTTCA 65°C
WAX2/CER3 R At5g57800 GCTTGCATCTCCTTTCACCTGT 65°C
CER2 F At4g24510 AGATTCGGTTGGCGAGTATTGGTTA 65°C
CER2 R At4g24510 GCATACAAAATATCAACCTCCGAGA 65°C
FAD3 F At2g29980 GGGCGGCGATTCCTAAGCAC 65°C
FAD3 R At2g29980 TCAACATACACGGCAGCGAT 65°C
SSI2/Fab2 F At2g43710 CACTTGATGTATGATGGGCG 65°C
SSI2/Fab2 R At2g43710 TCCTTTCTTGGCTCTTGCTT 65°C
PR4 F At1g77710 TTGCTCCACGTGGGATGCTGAT 65°C
PR4 R At1g77710 AGCTCATTGCCACAGTCGACAA 65°C
VSP1 F At5g05170 ACGTCCAGTCTTCGGCATCC 65°C
VSP1 R At5g05170 GCAGTTGGGGTAGTTG 65°C
PDF1-2 F At2g26020 TCATGGCTAAGTTTGCTTCC 65°C
PDF1-2 R At2g26020 AATACACACGATTTAGCACC 65°C
D -DOX F At3g01420 ATGGAGTGGATAAGATGGTT 65°C
D -DOX R At3g01420 AGAAGATTGTATTGTTGGTG 65°C
AOS F At5g42650 GCTACTCACAATCTTCTCTTCGC 65°C
AOS R At5g42650 TTCTCAATCGCTCCCATCGT 65°C
HPL1 F At4g15440 GCGTAGTTCCTCAGCCTCTT 65°C
HPL1 R At4g15440 ATAGCCTCATCTCGGGTCAA 65°C
OPR2 F At1g76690 TACACCTGGGATATGGACTAAAGAGC 65°C
OPR2 R At1g76690 AGCACGCATTTGAGGCATAA 65°C
JMT F At1g19640 TCTCTCTGAACGACCTCCCTA 65°C
JMT R At1g19640 CTCCACGACCGAACCCTAAA 65°C
MOD1 F At2g05990 ATGTCTTCGCCTAGCAAAAT 65°C
MOD1 R At2g05990 CTTACAAGTTGGAACAGCAC 65°C
ACC2 F At1g36180 AGTCTGGTGTCATTGCTTCTTG 65°C
ACC2 R At1g36180 TAGTCCCCCGTTTTCTCTTA 65°C
FAD8 F At5g05580 ACCTCTTTTGCCTCTAACCCTA 65°C
FAD8 R At5g05580 AATCTCTCCGTGTCTTCCTC 65°C
KCS1 F At1g01120 GTAAGCACGGAAAACATAACCCTA 65°C
KCS1 R At1g01120 CGTCTGATCCTTTATGTGTTCGA 65°C
GPAT4 F At1g01610 CCGAAGTTTTCCTCCGATAAGC 59°C
GPAT4 R At1g01610 CGATGATGACGATGGGAAGAGAAAG 59°C
LT¨P F At1g27950 CTAAGAAGTGTTGTGACGCTGTTGA 59°C
LT¨P R At1g27950 GGTGTTGTTGTGGCATTGTTTG 59°C
FDH F At2g26250 CGGTTCTTGTGCTGGTTTTT 65°C
FDH R At2g26250 GTTCATCGGAGGGCTTGTAA 65°C
LTP2 F At2g38530 ATCATCCATCACATCTCCTCTTG 59°C
LTP2 R At2g38530 CGGTGCCACAACTCATAAGCG 59°C
ATT1 F At4g00360 AACTTTTCCATTTTAGTATCATTTCAT 54°C
ATT1 R At4g00360 GGACCCTTTAGCCACCTTGAG 54°C
PPT1 F At5g47330 TTTCAGGGCGACAAGGTT 65°C
PPT1 R At5g47330 CTTTTCCCGCATCATCCAAT 65°C
KCS1 promoter F At1g01120 AAAAGCAGGCTAGTTATATACTGAAATTC 55°C
KCS1 promoter R At1g01120 AGAAAGCTGGGTCAGTATAGTTTTGGTCG 55°C
FDH promoter F At2g26250 AAAAGCAGGCTTGCAATGATACAAAGAAC 55°C
FDH promoter R At2g26250 AGAAAGCTGGGTTCTTGTTTTTGTTTTGT 55°C
DH3 promoter F At4g16210 AAAAGCAGGCTCCTCGATCAGGTAGCGCT 55°C
DH3 promoter R At4g16210 AGAAAGCTGGGTTTTTCGACGATTCCGAT 55°C
AtMYB30-ClaI-S At3g28910 TCATCGATGGTGAGGCCTCC 55°C
AtMYB30-BamHI-AS At3g28910 TCCGGATCCGAAGAAATTAGTGTTT 55°C
AtMYB30'AD-BamHI-AS At3g28910 CGGGATCCACTTTGAGTCTTCGGCGAGTTTTT 55°C
Supplemental Table 5.
Primers and PCR conditions used in this work. 
Figure 51 : Représentation schématique du système d’expression inductible par une hormone 
stéroïdienne chez les plantes.
A. En absence de dexaméthasone (DEX), le récepteur de glucocorticoïde du rat (GR) fusionné au facteur 
de transcription AtMYB30, est à l’état libre sous forme d’un complexe cytoplasmique avec HSP90. 
B. La liaison du DEX (hormone glucocorticoïde) au récepteur conduit à la dissociation du complexe et à la 
relocalisation rapide de la protéine AtMYB30-GR dans le noyau. Une fois dans le noyau, AtMYB30-GR se 
lie spécifiquement à ses cibles qu’il active. Les transcrits primaires et secondaires sont produits. 
C. En présence de DEX et de cyclohexemide (CHX), un inhibiteur traductionnel, seuls les transcrits 
primaires sont détectées par Q-RT-PCR.
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2. Résultats complémentaires 
 
2.1 Identification des cibles directes d’AtMYB30 
De nombreuses données, décrites ci-dessus, montrent que la voie des VLCFA est la cible primaire 
d’AtMYB30. Des expériences de trans-activation ont permis de valider l’activation transcriptionnelle par 
AtMYB30 de promoteurs de gènes participant à cette voie. Cependant, des données quant à une liaison 
directe d’AtMYB30 à ses promoteurs cibles ne sont pas encore disponibles. En effet, l’utilisation d’un 
système hétérologue (N. benthamiana) ne permet pas de conclure que les gènes de la voie de biosynthèse 
des VLCFA sont activés directement par AtMYB30, des protéines hétérologues (orthologue d’AtMYB30, 
orthologues d’interacteurs potentiels) pouvant interagir avec le promoteur et pouvant moduler ainsi son 
expression. Par ailleurs, ces expériences ont été réalisées en absence de toute interaction avec un agent 
pathogène, qui pourrait modifier la stabilité, l’activité d’AtMYB30 ou l’activation d’autres TF nécessaires 
au complexe transcriptionnel d’AtMYB30.  
Afin d’apporter de nouveaux éléments en faveur de cette hypothèse, nous avons généré des 
lignées transgéniques produisant la protéine AtMYB30 de manière inductible, par l’utilisation d’un 
système d’expression ayant déjà fait ses preuves dans la recherche de cibles directes de TF, en particulier 
dans le cas de gènes MYB (Baudry et al., 2004; Spelt et al., 2000; Zhong et al., 2008; Zhou et al., 2009) 
(§2.1.1). Une autre stratégie a été développée en parallèle visant à l’identification dans les promoteurs 
cibles, de sites fonctionnels de liaison d’AtMYB30 à l’ADN, notamment par essai « gel shift » (§2.1.2). 
 
2.1.1 Utilisation du système inductible basé sur un récepteur de stéroïdes RGRBD 
Le système d’expression utilisé est basé sur l’expression d’une protéine hybride comprenant 
AtMYB30 et un récepteur de glucocorticoïdes du rat (rat glucocorticoïd receptor binding domain, 
RGRBD), qui après modification post-traductionnelle par l’hormone stéroïdienne dexaméthasone (DEX), 
est adressée vers le noyau. L’utilisation simultanée du DEX et d’un inhibiteur de la synthèse protéique, 
par exemple le cycloheximide (CHX), permet de limiter l’activation de gènes aux cibles putatives directes 
du TF (Figure 51).  
Dans cet objectif, AtMYB30 a d’abord été cloné dans un vecteur d’expression (pAMpAt-
35S:FLAG-AtMYB30-RGRBD) (Figure 52A) et la construction a été introduite via A. tumefaciens dans la 
lignée AtMYB30ko, afin d’éviter l’activation de cibles par la protéine AtMYB30 endogène. Dans un 
second temps, en raison de difficultés d’analyse des résultats obtenus avec cette construction, en 
particulier liées aux faibles niveaux d’expression d’AtMYB30, nous avons utilisé un autre vecteur 
d’expression, le vecteur binaire pBin-35S:3HA-AtMYB30-RGRBD (Figure 52B). Ces deux constructions 
ont été analysées : 
-par expression génique transitoire afin de tester la fonctionnalité des constructions et développer si 
possible un système d’analyse rapide 
- par expression dans des lignées transformées de façon stable, afin de valider les données obtenues par 
expression transitoire. 
 
Des tests d’expression transitoire des constructions réalisées ont été menés au préalable chez le 
Tabac. Pour cela, des feuilles de N. benthamiana sont infiltrées : 
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Figure 52 : Cartes des vecteurs utilisés pour l’expression inductible d’AtMYB30
A. Vecteur d’expression pAMpAT contenant AtMYB30, sous le contrôle du promoteur constitutif 35S, étiqueté
en 5’ par un élément FLAG et fusionné en 3’ avec le récepteur de glucocorticoïde (RGRBD).
B. Vecteur d’expression binaire pBin contenant AtMYB30, sous le contrôle du promoteur constitutif 35S, 
étiqueté en 5’ par un triple HA et fusionné en 3’ avec le récepteur glucocorticoïde (RGRBD). 
Figure 53 : Test d’induction au dexaméthasone (DEX) à l’aide du système d’expression transitoire chez 
Nicotiana benthamiana.
En jaune, mesure de l’activité GUS dans les feuilles de N. benthamiana infiltrées avec des Agrobacterium
tumefasciens contenant la construction pKCS1 seul, non traitées au DEX, ou traitées avec du DEX à 5µM (+dex) 
cinq heures après traitement.
En violet, mesure de l’activité GUS dans les feuilles de N. benthamiana infiltrées avec des Agrobacterium
tumefasciens contenant la construction pKCS1 et une version inductible d’AtMYB30 (AtMYB30-RGRBD), non 
traitées au DEX, ou traitées avec du DEX à 5µM (+dex) cinq heures après traitement. 
En rouge, mesure de l’activité GUS dans les feuilles de N. benthamiana infiltrées avec des Agrobacterium
tumefasciens contenant la construction pKCS1 et AtMYB30, exprimée de façon constitutive. Cette activité sert de 
référence au test. Les moyennes et les déviations standards ont été calculées à partir de 4 répliquats issus de 2 
expériences indépendantes. 
A. Test d’induction avec la construction FLAG-AtMYB30-RGRBD
B. Test d’induction avec la construction 3HA-AtMYB30-RGRBD
MU, methylumbelliferone.
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- avec une souche d’A. tumefasciens contenant le promoteur du gène cible putatif KCS1 fusionné aux 
gènes rapporteurs GUS et GFP  
- et avec les souches contenant la construction inductible d’AtMYB30, soit pAMpAT, soit pBin.  
Un jour et demi après infiltration, le niveau d’expression d’AtMYB30 est évalué. Seule la construction 
3HA-AtMYB30-RGRBD permet une détection par western blot de la protéine, la protéine demeurant 
indétectable dans le cas de la construction FLAG-AtMYB30-RGRBD. Les feuilles sont ensuite infiltrées 
avec du dexaméthasone (DEX) utilisé à 2 concentrations différentes 10µM et 5µM (Baudry et al., 2004; 
Spelt et al., 2000; Zhong et al., 2008; Zhou et al., 2009). Des disques foliaires sont ensuite prélevés à 
différents temps (0, 2 et 5 heures après le traitement au DEX) afin de mesurer l’activité GUS. Les 
résultats montrent que dans le cas de la construction FLAG-AtMYB30-RGRBD, le promoteur du gène 
KCS1 n’est pas activé de façon significative, quel que soit le traitement, ceci en comparaison avec le 
niveau de trans-activation de pKCS1 par une version non inductible d’AtMYB30 (35S-AtMYB30-TAP) 
utilisée précédemment (Raffaele et al., 2008) (Figure 53A).  
Dans le cas de la construction 3HA-AtMYB30-RGRBD, deux heures après traitement, aucune différence 
d’activité n’est observée avec celle mesurée à temps 0 et quelque soit l’échantillon considéré (données 
non montrées). En revanche, cinq heures après traitement (Figure 53B), on observe que la construction 
3HA-AtMYB30-RGRBD, au-delà d’une expression basale en absence d’inducteur, permet l’activation du 
gène cible KCS1 après induction au DEX et que ce niveau d’activation est similaire à celui obtenu avec la 
construction 35S-AtMYB30-TAP. Ce résultat suggère que la construction 3HA-AtMYB30-RGRBD est 
fonctionnelle du point de vue du niveau d’expression de la protéine AtMYB30, et du point de vue de 
l’inductibilité du système en présence d’inducteur. Cela suggère aussi que le promoteur KCS1 serait une 
cible directe d’AtMYB30. Il faut toutefois noter que le traitement au DEX induit un stress responsable 
d’une augmentation significative de l’activité GUS sous contrôle de pKCS1 en l’absence d’AtMYB30 
(Figure 53). Un tel effet a déjà été rapporté pour les gènes végétaux associés aux réponses de stress (Kang 
et al., 1999). 
En parallèle, nous avons souhaité développer les mêmes tests par expression transitoire sur A. 
thaliana, afin de disposer d’un test rapide sur le système homologue. Pour cela, nous avons utilisé des 
mutants d’Arabidopsis efr, affectés dans le récepteur like kinase EFR (EF-Tu Receptor) requis pour la 
perception du PAMP EF-Tu, et de ce fait, présentant une augmentation notable de son efficacité de 
transformation par Agrobacterium (Zipfel et al., 2006). Ces expériences préliminaires visaient à tester la 
faisabilité d’une telle approche. Naturellement, afin de s’affranchir de la présence d’AtMYB30 endogène, 
nous avons réalisé des doubles mutants efr/AtMYB30ko, actuellement en cours de caractérisation. Ces 
essais sont toujours en cours de mise au point au laboratoire.  
Ces tests s’avérant assez difficiles à mettre en œuvre sur Arabidopsis, et le système d’expression 
dans N. benthamania étant opérationnel, nous avons envisagé de développer le même test sur Tabac, (i) 
par introduction de la construction inductible 3HA-AtMYB30-RGRBD seule, ou en présence de la 
construction rapporteur pKCS1-GUS, (ii) par traitement au DEX, et au DEX + CHX et évaluation d’une 
part de l’expression d’AtMYB30 par western blot et d’autre part de l’expression GUS, bon témoin de 
l’efficacité du CHX, et enfin (iii) évaluation par Q-RT-PCR de l’induction de gènes cibles putatifs 
d’AtMYB30 chez le Tabac (homologues des gènes cibles identifiés chez Arabidopsis). Cette approche est 
actuellement en cours de développement. 
Au-delà de ces tests par expression transitoire, des lignées transformées de façon stable ont été 
générées en parallèle avec les deux constructions inductibles (Figure 52A et B). Dans le cas de la 
Figure 54 : Test d’induction au déxaméthasone (DEX) dans les lignées stables 
FLAG-AtMYB30-RGRBD
Les profils ont été obtenus par Q-RT-PCR. Le facteur d’induction est calculé en 
normalisant l’induction du gène par rapport à 2 gènes de ménages (b-tubuline 4 et gène 
de la famille SAND).
A. Expression du gène KCS1 dans la lignée FLAG-AtMYB30-RGRBD (en vert) après 
traitement au DEX et/ou CHX, et dans la lignée AtMYB30ko (en violet) après traitement 
au DEX et/ou au CHX.
B. Expression du gène AtMYB30 dans la lignée FLAG-AtMYB30-RGRBD (en vert) après 
traitement au DEX et/ou au CHX, et dans la lignée AtMYB30ko (en violet) après 
traitement au DEX et/ou au CHX.
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construction FLAG-AtMYB30-RGRBD, l’ADN-T inséré dans ces lignées confère une résistance à 
l’herbicide Basta. Les lignées ont été sélectionnées en génération T1 sur la base de leur capacité à pousser 
sur du terreau contenant du basta, ou de la sulfadiazine pour un criblage in vitro (voir matériels et 
méthodes). L’insertion de l’ADN-T a été vérifiée par analyse PCR sur la génération T1 et confirmée sur la 
génération T2, plantes sur lesquelles nous avons étudié la ségrégation sur milieu sélectif, puis 
l’homozygotie en génération T3. Nous avons choisi 4 lignées homozygotes (FLAG-AtMYB30-RGRBD) en 
génération T3 sur une vingtaine testées par Q-RT-PCR sur la base d’une expression forte du transcrit 
d’AtMYB30 dans des plantes âgées de 4 semaines et en absence d’infection. Cependant, après analyse des 
transcrits AtMYB30 induits, mais également des protéines ainsi produites, ces lignées se sont révélées 
présenter un taux d’ARN détectable mais plutôt faible, la protéine n’étant pas détectable quelque soit 
l’anticorps utilisé (anti-FLAG ou anticorps spécifique anti-AtMYB30) par analyse sur gel SDS-PAGE.  
Malgré ces données, comme un niveau faible d’expression du TF peut être suffisant pour l’activation de 
ses cibles, un premier test a été réalisé sur les 4 lignées homozygotes d’Arabidopsis FLAG-AtMYB30-
RGRBD. Des plantes issues de ces lignées et âgées de 4 semaines ont été traitées par infiltration avec du 
DEX (2 concentrations différentes 5µM et 10µM) en présence ou non de CHX (2 concentrations 
différentes 10µM et 100µM). Pour contrôle négatif, des plantes AtMYB30ko ont reçu les mêmes 
traitements. A 0, 2, 4 heures après traitement, des disques foliaires ont été prélevés afin d’en extraire les 
ARN. Le niveau d’expression d’AtMYB30 a été contrôlé dans les plantes FLAG-AtMYB30-RGRBD et 
AtMYB30ko (Figure 54B), montrant une expression notable d’AtMYB30 dans les lignées transgéniques, 
absente dans la lignée mutante AtMYB30ko. L’expression de gènes cibles, notamment KCS1, a ensuite été 
suivie par Q-RT-PCR (Figure 54A). Nous avons rencontré plusieurs problèmes (i) l’absence d’induction 
de l’expression de KCS1 dans la lignée FLAG-AtMYB30-RGRBD en réponse à un traitement par le DEX 
(5 ou 10 µM) en comparaison à l’expression dans AtMYB30ko (Figure 54A), et (ii) une induction non 
spécifique du gène KCS1 en présence de CHX dans les lignées FLAG-AtMYB30-RGRBD et AtMYB30ko 
(Figure 54A). Ces résultats suggèrent que, dans les conditions testées, la lignée FLAG-AtMYB30-RGRBD 
ne reproduit pas en présence du DEX le phénotype de la lignée AtMYB30ox qui provoque une 
surexpression du gène KCS1 et que le CHX provoque un effet de stress dans la plante (Kang et al., 1999). 
Ces tests d’induction au DEX nécessiteront donc une mise au point plus fine. 
Des lignées 3HA-AtMYB30-RGRBD ont également été générées et sont actuellement en 
génération T2. Elles devraient présenter, d’après les données obtenues en expression transitoire, des taux 
d’expression d’AtMYB30 plus élevés, et de ce fait, pourront être la base d’une optimisation des paramètres 
expérimentaux tels que les concentrations en DEX et en CHX, les temps de prélèvements, la technique de 
traitement (spray, pinceau, infiltration…) ou la présence d’un agent pathogène. 
 
 L’ensemble de ces résultats encore préliminaires, suggèrent que la construction 3HA-AtMYB30-
RGRBD est fonctionnelle et devrait permettre chez Arabidopsis et/ou le Tabac par expression transitoire, 
et dans les lignées stables d’Arabidopsis transformées, d’identifier les conditions optimales pour 
l’induction au DEX, puis les cibles directes d’AtMYB30.  
 
2.1.2 Analyse in silico des promoteurs cibles 
En parallèle de la génération de lignées inductibles pour AtMYB30, des approches ont été menées 
afin d’identifier les sites de liaison d’AtMYB30 sur ces promoteurs cibles. En effet, les protéines MYB se 
lient à l’ADN de manière séquence-spécifique grâce au domaine de liaison formé par les répétitions R2 et 
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R3. La première étape pour l’identification de cibles est donc la recherche des motifs spécifiques à la 
liaison. Les facteurs de transcription MYB animaux c-Myb, A-MYB et B-MYB se lient au site MBSI 
(MYB binding site I : T/CAACG/TGA/C/TA/C/T). Chez les plantes, il s’avère que ces motifs reconnus 
comme cibles potentielles des facteurs MYB sont beaucoup plus variables, comme prédedemment 
indiqué. Certaines protéines végétales se lient au site MBSI, d’autres peuvent également se lier au site 
MBSII (TAAC-TAAC), une séquence reconnue par la majorité des protéines MYB de type R2R3 
(Goicoechea et al., 2005; Mellway et al., 2009; Morse et al., 2009; Romero et al., 1998). Cependant des 
séquences différentes de ces motifs consensus peuvent également être identifiées dans certains cas (Dare 
et al., 2008; Wang et al., 1997). Par exemple, l’élément cis MSA est reconnu de façon spécifique par les 
facteurs MYB1R impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire (Ito et al., 1998). 
Malgré cette restriction, dans une première étape, la recherche de boîtes régulatrices dans les 
promoteurs des gènes identifiés comme cibles putatives d’AtMYB30 a été réalisée grâce aux logiciels 
PLACE (Higo et al., 1999) et TRANSFAC (Wingender et al., 1996). Celle-ci révèle l’existence de tels 
motifs dans les séquences des promoteurs des 18 gènes cibles putatifs préalablement identifiés par analyse 
transcriptomique, ainsi que dans les séquences des promoteurs d’autres gènes de la voie des VLCFA 
(Vailleau, 2002). La présence de tels motifs dans les promoteurs d’une vingtaine de gènes pris au hasard 
dans le génome, a également été recherchée, afin d’évaluer un enrichissement potentiel en ces séquences 
dans les promoteurs cibles putatifs. Un enrichissement en motifs de type MBS a effectivement été trouvé 
dans les 18 gènes cibles putatifs (82% pour MBSI, 89% pour MBSII), mais il demeure faible 
comparativement aux promoteurs de gènes pris au hasard (75% et 61% respectivement). Cette analyse 
constitue tout de même une bonne base pour une analyse fonctionnelle des promoteurs, nécessaire pour 
valider la capacité de liaison d’AtMYB30 sur ses promoteurs cibles.  
Cette étude a été prolongée par la recherche sans a priori d’éléments de séquence cis communes à 
la liste restreinte de 18 gènes cibles putatifs (Vailleau, 2002). Ainsi une séquence de type MYB-core 
(GTTGGAT) est présente dans 39% des promoteurs de ces 18 gènes et une « boîte TCT » 
(TCTYYTTCT) chez 71% d’entre eux. Ces séquences semblent plus spécifiques de nos gènes cibles que 
les MBS classiques. Néanmoins, nous ne disposons pas à l’heure actuelle de données sur la fonctionnalité 
de ces boîtes régulatrices putatives. 
 
2.1.3 Expériences de liaison à l’ADN et analyse fonctionnelle du promoteur de KCS1 
Afin de tester la capacité de liaison d’AtMYB30 sur les boîtes MYB et/ou d’autres boîtes 
régulatrices des promoteurs de ses gènes cibles putatifs, des expériences préliminaires de liaison à l’ADN 
in vitro par gel retard ont été réalisées. Pour ces essais, nous avons choisi d’analyser le promoteur du gène 
KCS1, car (i) ce gène a été identifié comme cible putative d’AtMYB30 par approche transcriptomique, (ii) 
le promoteur de ce gène est activé significativement et de façon très reproductible par AtMYB30 en 
expression transitoire chez N. benthamiana et (iii) la séquence de son promoteur est enrichie en sites 
MBS. En contrôle négatif, nous avons choisi d’utiliser le promoteur du gène TSC13-like dont on sait (i) 
qu’il n’est pas surexprimé chez AtMYB30ox en réponse à une infection par un agent pathogène, (ii) que 
son promoteur n’est pas activé par AtMYB30 en système d’expression transitoire et (iii) et que la 
séquence de son promoteur ne contient que 3 MBS contre 17 dans la séquence du promoteur de KCS1.  
Deux essais ont été réalisés avec des sondes radioactives de 200 et 300 paires de bases issues des 
promoteurs des gènes TSC13-like et KCS1, respectivement. La protéine d’AtMYB30 utilisée pour ces 
essais a été produite chez N. benthamiana transformé transitoirement par A. tumefasciens contenant la 
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Figure 55 : Analyse de la capacité du promoteur pKCS1 (F0) et de différents dérivés (F1-F4) à être activé
par AtMYB30 par essais transitoires chez Nicotiana benthamiana.
Activité GUS dans des feuilles de N. benthamiana agroinfiltrées avec les constructions F0-F4 seules (jaune), ou 
avec les constructions F0-F4 et la construction 35S:AtMYB30-TAP (orange). Les moyennes et les déviations 
standards ont été calculées à partir de 6 expériences indépendantes. La signification statistique, d’après un test de 
Student et pour un P value < 0.05, est indiquée par les étoiles. Les pourcentages indiquent la diminution d’activité
GUS du promoteur tronqué en présence d’AtMYB30 par rapport à celle mesurée dans l’échantillon promoteur 
pleine longueur (F0) + AtMYB30. 
MU, methylumbelliferone.
Tableau 9 : Représentation des différentes constructions contenant le promoteur du gène KCS1 et de 
ses dérivés après délétions succcesives en 5’.
Les boîtes MBSI (AACC) et MBSII (GTTTGGT) sont représentées par les barres vertes. 
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construction 35S:AtMYB30-TAP, et purifiée par technique du TAP-TAG. Afin d’avoir un contrôle négatif 
dans ces essais, nous avons utilisé un extrait protéique de feuilles de N. benthamiana non transformé et 
purifié par la même technique de TAP-TAG. Cependant dans ces 2 essais, nous n’avons pas réussi à 
obtenir un retard de migration avec la protéine AtMYB30 en comparaison avec l’extrait protéique non 
enrichi en AtMYB3O et ceci quelque soit le fragment du promoteur utilisé. Plusieurs hypothèses ont été 
envisagées pour expliquer ce résultat : (i) la production de la protéine (source et méthode de purification) 
pouvant affecter sa conformation et peut-être sa capacité de liaison, (ii) la procédure expérimentale 
(quantité de NaCl, conditions de liaison à l’ADN) (iii) la taille des fragments qui n’est peut-être pas 
optimale. 
Afin de diminuer la taille des fragments du promoteur utilisés dans les essais de gel shift, et de 
s’affranchir de liaisons aspécifiques sur ces fragments du fait de la présence d’un trop grand nombre de 
MBS, nous avons cherché à identifier les régions promotrices responsables de l’activation du promoteur 
du gène KCS1 par AtMYB30 par expression transitoire chez N. benthamiana. Des délétions successives 
en 5’ du promoteur de KCS1 ont été générées et insérées dans le vecteur d’expression pKGWFS7, 
possédant les gènes rapporteurs GUS et GFP, ayant déjà servi pour les essais d’expression transitoire dans 
N. benthamiana (tableau 9). Pour réaliser ces essais, des feuilles de N. benthamiana sont infiltrées : 
- avec une souche d’A. tumefasciens contenant une des différentes versions du promoteur du gène cible 
KCS1 fusionné aux gènes rapporteurs GUS et GFP, notées de F0 à F4 
- et avec la souche contenant la construction 35S:AtMYB30-TAP 
La suppression des 13 premières boîtes MBS putatives en 5’ de l’ATG du gène KCS1 n’affecte 
pas significativement l’activation du promoteur de KCS1 par AtMYB30 puisque l’activité GUS mesurée 
dans les échantillons F1+AtMYB30, F2+AtMYB30, F3+AtMYB30 n’est pas significativement différente 
de celle mesurée pour l’échantillon de référence F0+AtMYB30 (Figure 55). A l’inverse, la région 
promotrice située à - 600 pb de l’ATG, contenant 4 MBS putatifs, semble nécessaire à l’activation 
transcriptionnelle par AtMYB30 du gène KCS1 (Figure 55). Naturellement, nous ne pouvons exclure la 
possibilité de l’implication d’un autre motif régulateur dans cette zone dans la liaison d’AtMYB30 à ce 
promoteur et dans son activation. C’est pourquoi ces expériences préliminaires seront poursuivies par des 
expériences de liaison à l’ADN in vitro, en ciblant sur la région de 300 pb du promoteur identifiée ici. De 
plus, une alternative aux problèmes expérimentaux rencontrés pour l’approche en gel retard est de réaliser 
des expériences de liaison à l’ADN in vitro par simple hybride chez la levure. Pour cela, nous avons 
introduit les constructions contenant les délétions successives en 5’ du promoteur de KCS1 dans un 
vecteur adapté.  
 
2.2 AtMYB30 contrôle-t-il les mêmes cibles au cours de la HR et au cours 
du développement de la graine ? 
Au-delà de l’activation d’AtMYB30 de façon précoce et transitoire au cours de la HR, 
l’expression de ce TF n’avait pas été détectée dans les différents organes de la plante au cours du 
développement, à l’exception des étapes très précoces du développement de l’embryon et de la plantule 
(Figure 56) (Daniel et al., 1999). Des plantes transgéniques possédant la construction pAtMYB30:GUS ont 
été générées afin d’identifier les tissus et programmes de différenciation ou de mort cellulaire qui font 
appel à l’expression d’AtMYB30. La détection de l’activité GUS chez ces lignées confirme l’induction de 
l’expression d’AtMYB30 au cours de la HR (Figure 57A et B) et indique que ce facteur de transcription 
AtMYB30
-tubuline
Figure 56 : Analyse par RT-PCR de l’expression d’AtMYB30 au cours du développement d’Arabidopsis 
(Daniel et al., 1999). 
Expression d’AtMYB30 dans des plantules de deux semaines (S), dans des plantes de 5 semaines: dans les 
racines (R), les tiges (St), de jeunes fleurs (YF), des fleurs matures (MF), de jeunes feuilles (YL), des feuilles 
développées (AL) et enfin dans des plantes présentant 50% de feuilles sénescentes (S2).
Figure 57 : Étude de l’expression d’AtMYB30 dans les plantes contenant la construction 
pMYB30:GUS (photos: M.C. Auriac). 
Chez les lignées pMYB30:GUS, l’activation d’AtMYB30 au cours de la HR est bien visible: aucune 
activité n’est détectée dans des feuilles inoculées par la souche hrp- Xcc8B2 (A) et une activité apparaît 
6 heures après inoculation par la souche avirulente Xcc147 (B). Ces lignées ont mis en évidence une 
expression d’AtMYB30 à proximité des vaisseaux de xylème visible au niveau des cellules du collet 
(C,D,F) ainsi qu’au niveau de l’apex des poils racinaires (E). L’expression de pMYB30:GUS est aussi 
détectée au cours des PCD associées à l’embryogenèse (grossissement x40): on ne note aucune 
expression au stade 2 cellules (G) mais dès les premières étapes du stade globulaire (H) l’activité GUS 
est détectable. Elle reste clairement localisée dans l’embryon à la fin du stade globulaire (I), au stade 
coeur (J) et à partir du stade torpille (K) cette activité commence à décroître.
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pourrait être impliqué également dans les PCD associées à la formation des éléments trachéaires (Figure 
57C, D et F) et à l’embryogenèse (Figure 57 G-K) (Vailleau, 2002). De façon plus précise, le patron 
d’expression d’AtMYB30 dans les graines est très restreint dans le temps puiqu’AtMYB30 n’est présent 
que dans l’embryon à la transition globulaire-cœur, ce qui suggère un rôle régulateur pour AtMYB30 au 
cours de l’embryogénèse. 
On peut donc se poser la question du rôle d’AtMYB30 au cours de l’embryogénèse : (i) 
AtMYB30 régule-t-il une PCD participant au développement de l’embryon, notamment au niveau du 
suspenseur ?, (ii) AtMYB30 joue-t-il un rôle métabolique dans la formation de la graine en activant la 
synthèse de VLCFA, composés essentiels de la formation de la graine, (iii) AtMYB30 joue-t-il un rôle 
dans la signalisation, peut-être de nature lipidique, conduisant à la formation de l’embryon ? Pour  
répondre à ces questions, en collaboration avec M. Devic (Université de Perpignan), différentes approches 
ont été mises en place : (i) l’étude phénotypique du développement de la graine chez différentes lignées 
d’AtMYB30, (ii) l’analyse des lipides contenus dans les graines des différentes lignées d’AtMYB30, et 
finalement (iii) le suivi de l’expression de gènes cibles putatifs afin de tester si les cibles d’AtMYB30 
identifiées au cours de la HR  pourraient être les mêmes dans la graine. 
Le phénotype des graines de plantes AtMYB30as et AtMYB30ox a été étudié à plusieurs niveaux. 
L’observation des graines en cours de développement a montré que les graines de ces lignées sont 
morphologiquement normales. Mais un léger retard de germination des graines AtMYB30ox a été observé. 
Par ailleurs, la composition en acides gras des graines AtMYB30ox n’est pas ou peu modifiée.   
L’expression des gènes de la voie de biosynthèse des VLCFA et des cires, a été analysée par Q-RT-PCR, 
au cours du développement de l’embryon (Figure 58). On observe que les gènes codant pour les enzymes 
du complexe élongase (Figure 58A), à l’exception de CER10, sont tous surexprimés dans les lignées 
AtMYB30ox au stade cœur de la graine, même si dans certains cas cette surexpression est faible (induction 
de 1 à 3 fois), alors qu’ils ne sont plus induits au stade torpille ou cotylédon (Figure 58A). De même, les 
gènes codant pour des enzymes des voies de biosynthèse des cires, sont tous surexprimés même très 
faiblement, par AtMYB30 à l’exception de CER2 et CER3, et ne sont plus régulés au stade torpille ou 
cotylédons (Figure 58B). 
Ces résultats, encore préliminaires, suggèrent qu’AtMYB30 régule les mêmes cibles putatives au 
cours de la HR ou au cours de la transition globulaire-cœur du développement embryonnaire de la graine.  
 
 
3. Conclusion, discussion et perspectives 
 
3.1 La voie des VLCFA : cible primaire d’AtMYB30 ? 
L’identification, par analyse transcriptomique, de gènes cibles putatifs d’AtMYB30 a permis de 
mettre en lumière un rôle de la voie de biosynthèse des VLCFA dans le contrôle de la HR par AtMYB30. 
De plus, l’analyse des profils d’expression de gènes affectant d’autres voies du métabolisme suggère que 
si ces voies sont affectées par AtMYB30, ce serait un contrôle indirect par AtMYB30 (Raffaele et al., 
2008). 
Les analyses de trans-activation par expression transitoire chez N. benthamiana montrent 
qu’AtMYB30 est un activateur potentiel d’un certain nombre de gènes impliqués dans les premières 
étapes de biosynthèse des VLCFA, notamment au niveau du complexe élongase. Cependant ce type 
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Figure 58 : Profil d’expression des gènes cibles putatifs d’AtMYB30, identifiés par analyse 
transcriptomique au cours de la HR, au cours du développement de la graine. 
Analyse Q-RT-PCR chez des plantes sauvages (en vert), AtMYB30ox (en rouge) dans un fond génétique Ws-4 
au cours du développement de la graine (stade cœur (C), torpille (T) et cotyledon (Cot)) (A) des gènes 
impliqués dans le complexe élongase, (B) des gènes impliqués dans les voies de biosynthèse des cires 
En ordonnée : facteur d’induction normalisé par rapport à 2 gènes de ménage (-tubuline 4 et gène de la 
famille SAND).
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d’analyses ne permet pas de montrer un contrôle direct d’AtMYB30 sur ses cibles. En effet, nous ne 
pouvons pas exclure le recrutement de protéines hétérologues (orthologue d’AtMYB30, orthologues 
d’interacteurs potentiels) sur le promoteur modulant ainsi son expression. Cependant, le niveau d’activité 
du promoteur lorsque la construction promoteur est infiltrée seule nous renseigne sur sa capacité à recruter 
d’autres éléments. De plus, les expériences d’expression transitoire ont été réalisées en absence d’agent 
pathogène. Or le facteur de transcription AtMYB30 étant un régulateur positif de la HR, on peut supposer 
que cette protéine est hautement régulée afin d’éviter une mort cellulaire non appropriée. Ainsi, dans ces 
essais, AtMYB30 ne se trouverait pas dans un état « actif » pour toutes ses cibles (modifications post-
traductionnelles et absence de certains interacteurs). C’est pourquoi les lignées transgéniques AtMYB30-
RGRBD générées au cours de ce travail seront un outil indispensable pour l’identification des cibles 
directes d’AtMYB30, puisqu’il pourra notamment être utilisé en cours d’une infection avec un agent 
pathogène. 
 
3.1.1 Le système inductible est-il un bon système pour identifier les cibles d’AtMYB30 ? 
Pour la génération des lignées AtMYB30RGRBD, nous avons été confrontées à plusieurs 
problèmes : (i) la faible efficacité de transformation d’Arabidopsis avec ces constructions, se traduisant 
par un nombre limité de transformants et (ii) parmi les lignées obtenues le faible niveau d’expression du 
transcrit, puis de la protéine AtMYB30-RGRBD. En absence de dexaméthasone, la protéine AtMYB30-
RGRBD est maintenue dans le cytoplasme car les protéines chaperonnes HSP90 ou HSP70 se fixent au 
récepteur aux glucocorticoïdes empêchant le changement conformationnel nécessaire à sa relocalisation 
dans le noyau (Aoyama and Chua, 1997). On peut supposer que la localisation cytoplasmique 
d’AtMYB30 soit toxique pour la cellule, ce qui expliquerait que l’on n’ait qu’un faible nombre de 
transformants qui montrent une expression faible d’AtMYB30. De plus, la protéine AtMYB30 n’a jamais 
été trouvée localisée dans un autre compartiment subcellulaire que le noyau. En effet, lorsque l’on 
fusionne AtMYB30 à un signal d’export nucléaire (NES), domaine qui permet la localisation de protéines 
nucléaires dans le cytoplasme telles que les protéines de résistance MLA10 et N (Burch-Smith and 
Dinesh-Kumar, 2007; Shen et al., 2007), sa relocalisation dans le cytoplasme semble impossible, 
AtMYB30 étant toujours observé par microscopie en fluorescence dans le noyau (Froidure S., 
communication personnelle). Cependant les mécanismes moléculaires qui sous-tendent la localisation 
nucléaire d’AtMYB30 ne sont pas encore connus puisque la séquence d’AtMYB30 ne contient pas de 
signal de localisation nucléaire (NLS) (Kuersten et al., 2001). Ces données pourraient expliquer les 
difficultés à obtenir des lignées transgéniques stables sur-exprimant AtMYB30-RGRBD. 
D’autre part dans les essais que nous avons menés, quel que soit le système utilisé, nous avons 
observé une expression significative du gène KCS1 même en absence de DEX dans les plantes contenant 
AtMYB30-RGRBD. On peut poser l’hypothèse que le système de séquestration de la protéine dans le 
cytoplasme ne permet pas une relocalisation totale d’AtMYB30 du noyau vers le cytoplasme. Pour 
résoudre ce problème, en criblant un grand nombre de lignées inductibles, on peut choisir des lignées pour 
lesquelles l’expression résiduelle de KCS1 est la plus faible. On peut également supposer que le gène 
KCS1 est activé par un (ou des) autre(s) facteur(s) de transcription déjà présent(s) dans la cellule. 
Cependant, KCS1 n’est pas ou faiblement exprimé dans une plante sauvage en absence d’infection. 
De même, nous avons observé que le DEX seul (en absence d’AtMYB30-RGRBD) était capable d’induire 
l’expression de KCS1. Le DEX seul aurait un effet de stress. En effet, les plantes transgéniques AtEBP-
GVG, permettant également une expression inductible du TF EBP de type ERF impliqué dans la défense 
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des plantes et dans la voie de signalisation à l’ET (Büttner and Singh, 1997), qui poussent sur un milieu 
contenant du DEX présentent un phénotype nain, alors que les mêmes lignées qui ont poussé en absence 
de DEX sont de tailles normales (Kang et al., 1999). Dans cette étude, a également été montré qu’un 
traitement DEX induit l’expression de gènes de défense tels que PDF1-2 ou PR-5 dans des plantes 
transgéniques contenant soit AtEBP-GVG, soit un vecteur vide (Kang et al., 1999). Cependant une mise 
au point de la procédure de traitement (concentration en DEX, temps de prélèvement, méthode de 
traitement..) pourra peut-être permettre de s’affranchir de ce problème d’induction non spécifique.  
Malgré les critiques émises ci-dessus, le système d’expression inductible d’AtMYB30 est une 
bonne approche pour identifier les cibles directes d’AtMYB30, ayant déjà fait ses preuves pour l’étude 
des cibles de nombreux facteurs MYB. Cependant afin de valider les résultats obtenus par cette technique, 
des approches complémentaires de gel shift et de ChIP seront réalisées en parallèle. 
 
3.1.2 Quelles séquences régulatrices  pour la liaison d’AtMYB30 sur le promoteur de 
KCS1 ? 
En parallèle, nous avons développé différentes approches afin de montrer la liaison directe 
d’AtMYB30 sur ses cibles et définir les cis éléments des promoteurs putativement reconnus par 
AtMYB30. Nous avons choisi de baser nos expériences préliminaires sur l’analyse fonctionnelle du 
promoteur du gène cible KCS1 et sur la position des différentes boîtes MBS (I ou II), motifs reconnus 
comme cibles potentielles des nombreux facteurs MYB de plantes (Romero et al., 1998). L’identification 
d’une région de 349 nucléotides, située à environs 600 pb de l’ATG, nécessaire à l’activation 
transcriptionnelle d’AtMYB30, a été réalisée.  
Cette région possède 4 domaines MBS conservés. On peut donc émettre l’hypothèse que ces 
boîtes soient responsables de la liaison d’AtMYB30 au promoteur du gène KCS1. En effet, la liaison de 
facteurs MYB aux sites MBSII a souvent été identifiée, notamment au niveau de promoteurs de gènes 
impliqués dans le métabolisme des phénylpropanoïdes ou des lignines (Hatton et al., 1995; Mellway et 
al., 2009; Patzlaff et al., 2003). Cependant, on peut aussi envisager qu’AtMYB30 ne se fixe pas 
exclusivement sur l’un des sites MBS spécifiquement mais utilise plusieurs MBS pour augmenter sa 
capacité de fixation. Ce cas a été montré pour les facteurs de transcription de type WRKY qui se lient 
spécifiquement à un élément cis particulier nommé W-box. Sur la plupart des séquences promotrices de 
gènes cibles de ces WRKY, il a été observé une succession très proche d’éléments W-box (Chen and 
Chen, 2002; Eulgem et al., 1999; Mare et al., 2004; Yang et al., 1999; Yu et al., 2001; Zhang et al., 
2004). Dans le cas de PcWRKY1 du Persil, la présence de sites multiples semble avoir un effet 
synergique sur la transcription de ce TF (Eulgem et al., 1999). D’un autre côté, le facteur Hv-WRKY38 
de l’Orge ne requiert que 2 motifs W-box adjacents pour l’efficacité de sa liaison à l’ADN (Ciolkowski et 
al., 2008; Mare et al., 2004). De même, une analyse du promoteur du gène TTG2 directement régulé par 
les facteurs MYB WER, GL1 et TT2 a montré par délétion que la région nécessaire à son activation par 
un facteur MYB était comprise entre -609pb et -494pb du promoteur, pour laquelle 3 sites MBS putatives 
ont été identifiés (Ishida et al., 2007). Par mutagénèse de ces boîtes, il a été montré que seuls les 2 sites 
MBS les plus proches entre eux et les plus proches de l’ATG sont requis pour l’activation de ce 
promoteur (Ishida et al., 2007). De façon intéressante, la région promotrice potentiellement activée par 
AtMYB30 se situe entre -649pb et -300pb et contient 4 MBS putatifs. La même stratégie de mutagénèse 
des boîtes MBS du promoteur KCS1 pourra être envisagée.  
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Cette région peut également contenir d’autres séquences régulatrices qui n’ont pas encore été 
identifiées mais qui peuvent jouer un rôle important dans la fixation d’AtMYB30 sur le promoteur du 
gène KCS1. En effet, bien que les WRKY se fixent en général sur les motifs W-box, des séquences de 
liaison additionnelles ont été identifiées, nécessaires à la liaison des facteurs SUSIBA2 de l’Orge et 
NtWRKY12 du Tabac, même si SUSUBA2 est également capable de se lier in vitro au motif W-box (Sun 
et al., 2003; van Verk et al., 2008). De tels éléments ont été identifiés communs aux promoteurs des 18 
gènes cibles putatifs, comme indiqués précedemment. Cependant les séquences de type MYB-core ou 
« TCT » ne sont pas situées dans la région régulatrice identifiée. 
 Par ailleurs, l’environnement génomique des éléments cis peut jouer un rôle dans la spécificité de 
fixation des TF. Une étude récente a révélé que les différences observées dans la capacité de liaison de 5 
facteurs WRKY et dans leur affinité pour des promoteurs cibles étaient en partie dépendantes des 
séquences voisines du motif principal W-box (Ciolkowski et al., 2008). Ce mécanisme pourrait être mis 
en jeu lors de la fixation d’AtMYB30 sur ces promoteurs cibles. De plus, les facteurs de transcription 
MYB travaillent souvent en complexe, comme par exemple le complexe MYB-bHLH-WD qui régule 
notamment la formation des trichomes (Esch et al., 2003; Schellmann et al., 2002; Wada et al., 1997). 
L’activation du gène GL2 requiert par exemple la fixation du complexe GL1-GL3, respectivement un 
facteur MYBR2R3 et un facteur de type bHLH. La séquence du promoteur GL2 contient 2 MBS putatifs 
et 4 séquences de liaison au bHLH (bHLH binding site) (Szymanski et al., 1998). L’analyse de l’activité 
transcriptionnelle du promoteur GL2 et de ses délétions a permis de montrer que la présence d’une boîte 
MBS et d’une boîte bHLH était nécessaire et suffisante pour activer le promoteur du gène GL2, suggérant 
que dans ce complexe, l’activation transcriptionnelle requiert la fixation directe des 2 TF du complexe à 
l’ADN (Wang and Chen, 2008). Si AtMYB30 appartient à un complexe transcriptionnel, il est possible de 
trouver d’autres éléments cis nécessaires à l’activation de ses gènes cibles. 
 Pour identifier les séquences régulatrices du promoteur de KCS1, une mutagénèse des boîtes MBS 
pourra être envisagée dans la région préalablement identifiée. Par ailleurs, la fixation d’AtMYB30 sur 
cette région et plus particulièrement sur les boîtes MBS et leur environnement génomique sera réalisée par 
gel retard et/ou par simple hybride chez la levure. Enfin, une validation in vivo, en cours de mise au point 
par ChIP, sera réalisée sur des lignées AtMYB30ox étiquetées avec TAP, ce qui permettra de valider les 
cibles putatives directes d’AtMYB30 et/ou d’en identifier d’autres.  
 
 
3.2 AtMYB30 active-t-il les mêmes cibles pour déclencher des PCD dans 
des contextes différents ? 
Il semble que l’activation de la voie de biosynthèse des VLCFA par AtMYB30 contribue au 
déclenchement/à la régulation de la HR. Des résultats préliminaires semblent indiquer que cette voie serait 
également sollicitée  au cours du développement de la graine, sous le contrôle d’AtMYB30. En effet, 
AtMYB30 est exprimé de façon très spécifique et transitoire au cours de la transition globulaire-cœur de 
la graine. L’ensemble des gènes cibles d’AtMYB30, identifiés dans le cadre de la HR, sont induits au 
stade globulaire dans la graine et surexprimés dans les lignées AtMYB30ox. Ceci suggère qu’AtMYB30 
induirait les mêmes cibles dans 2 processus biologiques différents. L’expression de certains gènes cibles 
(KCS1, CER2, CER10, FDH et GL8) a en outre été déterminée au cours du développement reproducteur à 
l’aide de fusions promoteur:GUS (Devic M., communication personnelle). Ils sont exprimés au moment 
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de la transition globulaire-coeur coïncidant avec l’expression d’AtMYB30 et avec leur induction par 
AtMYB30, mais leur expression spatiale est distincte, soit dans l’embryon, soit dans l’albumen alors que 
le produit de ces gènes participeraient à une même voie de biosynthèse des sphingolipides et de la cutine 
(Raffaele et al., 2009). Ces résultats suggèrent l’existence d’une coopération embryon/albumen dans la 
synthèse de composés pariétaux constitutifs ou régulateurs déposés à leur frontière. Ces données 
suggèrent qu’AtMYB30 jouerait un rôle dans la signalisation albumen/embryon pour la synthèse de la 
cutine et potentiellement de molécules de type sphingolipides. La question est posée quant à la finalité de 
cette régulation.  
Une hypothèse pourrait être qu’AtMYB30 induit la mort (régression) de l’albumen. Si cette hypothèse est 
vérifiée, AtMYB30 serait donc un régulateur de différentes PCD chez les plantes, via l’activation de 
gènes de la voie de biosynthèse des VLCFA. Les molécules produites seraient donc des signaux de mort 
cellulaire reconnus à différents stades de développement de la plante. Une seconde hypothèse peut être 
posée, identifiant AtMYB30 comme un régulateur de la voie des VLCFA, productrice de composés qui 
rempliraient différents rôles (métaboliques, structuraux, signal) au cours de différents processus 
physiologiques (mort cellulaire hypersensible, développement des graines).  
 
 
 
AtMYB30 régule les gènes de la voie de biosynthèse des VLCFA au cours de la 
HR, mais également au cours du développement de la graine. Nous avons développé différents 
outils afin d’identifier parmi ces gènes les cibles directes d’AtMYB30, et nous avons 
également commencé l’identification des séquences régulatrices nécessaires à la fixation 
d’AtMYB30 à l’ADN. Enfin la signification de l’activation de cette voie au cours de la HR 
sera étudiée dans le chapitre 3 afin de connaître le devenir des VLCFA produits par AtMYB30 
et leur rôle dans la HR. 
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Figure 59 : L’expression d’AtMYB96 est fortement réduite dans les plantes AtMYB30as (Raffaele, 2006).
A. Taux de mort cellulaire évalué dans les différentes lignées par test au bleu Evans après inoculation par 
Xcc147 à 5.107 UFC/mL. L’amplitude du pic chez AtMYB30ko (bleu) est intermédiaire entre celui mesuré chez 
les plantes sauvages (vert) et chez AtMYB30as (noir). 2 répétitions biologiques ont été réalisées pour chaque 
inoculum, les valeurs présentées sont des moyennes de 5 réplicats.
B. Étude par Q-RT-PCR du profil d’expression d’AtMYB96 en réponse à l’inoculation par Xcc147 à 107
UFC/mL. Profil représentatif des profils obtenus au cours de 4 répétitions biologiques, dans les plantes 
sauvages (vert), AtMYB30ko (bleu) et AtMYB30as (noir).
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Chapitre II : Rôle d’un homologue proche 
d’AtMYB30, AtMYB96, identifié comme 
interacteur putatif d’AtMYB30 
 
 
1. Introduction 
L’activité des facteurs transcriptionnels MYB est régulée par la formation de complexes avec 
d’autres protéines. Ainsi, chez les animaux, un nombre important de protéines ont été identifiées comme 
pouvant interagir avec c-Myb, plus précisément avec son domaine de liaison à l’ADN. Il est par 
conséquent important d’identifier des interacteurs d’AtMYB30. Dans ce contexte, il est apparu au cours 
de travaux antérieurs (Raffaele, 2006) au travers de  l’étude comparée des lignées AtMYB30ko et 
AtMYB30as qu’AtMYB30ko présentait un phénotype intermédiaire entre celui de plantes sauvages et celui 
d’AtMYB30as, tant pour son phénotype de mort cellulaire (Figure 59A) que pour ses phénotypes associés 
à la résistance et/ou à la défense (Raffaele, 2006). Afin d’expliquer ces observations, 2 hypothèses ont été 
envisagées (i) soit l’expression d’AtMYB30 n’est affectée que partiellement chez AtMYB30ko, ce qui est à 
l’origine d’un phénotype moins marqué que chez AtMYB30as, (ii) soit l’ARN messager antisens généré 
dans les lignées AtMYB30as est capable d’affecter l’expression d’autres gènes MYB (Matzke et al., 2001). 
Comme l’expression d’AtMYB30 n’est pas détectée par Q-RT-PCR dans la lignée AtMYB30ko inoculée ou 
non, l’hypothèse du « silencing » dans les lignées AtMYB30as d’un ou plusieurs proches homologues 
d’AtMYB30 a donc été considérée et testée. 
Pour identifier le ou les gènes affectés par le transgène antisens d’AtMYB30, les profils 
d’expression dans les lignées AtMYB30ko, AtMYB30as et sauvage inoculées avec Xcc147, (i) de gènes 
MYB-R2R3 présentant de très fortes homologies avec AtMYB30 (appartenant au sous-groupe II 
d’AtMYB30), (ii) de gènes MYB-R2R3 induits précocement chez le type sauvage au cours d’une 
interaction incompatible, ont été réalisés. Parmi les gènes étudiés, seul AtMYB96 présente un pic 
d’induction concomitant à celui d’AtMYB30 chez les plantes sauvages et AtMYB30ko,  et une abolition de 
ce pic dans les lignées AtMYB30as (Figure 59B). Donc le « silencing » d’AtMYB96 pourrait être en partie 
responsable du phénotype d’AtMYB30as, dont la HR est plus fortement altérée que chez AtMYB30ko. 
Afin d’identifier si ces 2 facteurs de transcription participent au même programme génétique de 
contrôle de la HR, leur interaction putative au niveau biochimique et génétique a été étudiée. Des 
approches biochimiques (système double hybride, X. Daniel, données non publiées) et d’imagerie 
cellulaire (FLIM, Froidure S. et Rivas S.) ont permis de montrer qu’effectivement ces deux facteurs 
interagissaient dans le noyau. Par ailleurs, une analyse génétique a été menée à travers l’analyse de lignées 
transgéniques AtMYB96ko, AtMYB30ko AtMYB96ko (Raffaele, 2006), AtMYB96ox et AtMYB30ox 
AtMYB96ox, en comparaison avec les lignées transgéniques et mutantes d’AtMYB30. Elle a permis de 
montrer qu’AtMYB96 était un régulateur positif de le HR et de la résistance et que les effets d’AtMYB30 
et AtMYB96 étaient additifs. Par ailleurs, une régulation croisée au niveau transcriptionnel entre AtMYB30 
et AtMYB96 a également pu être montrée.  
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L’ensemble de ces résultats font l’objet d’un article actuellement en projet, présenté ci-après (§2). 
Des données complémentaires seront apportées concernant les cibles directes d’AtMYB96 et d’AtMYB30 
(§3), qui seront ensuite discutées (§4). 
 
2. Projet de publication 
“The Arabidopsis transcription factor AtMYB96 cooperates positively with AtMYB30 to control 
hypersensitive cell death” 
Auteurs : Amandine Léger, Sylvain Raffaele, Solène Froidure, Xavier Daniel, Susana Rivas et Dominique 
Roby 
 
Résumé de l’article en Français 
Les mécanismes moléculaires à la base de la Réponse Hypersensible (HR), une forme de mort 
cellulaire programmée généralement associée à la résistance des plantes, demeurent peu connus. 
AtMYB30 un facteur de transcription de type MYBR2R3, a été montré pour agir comme un régulateur 
positif du programme de mort cellulaire hypersensible. Ici nous mettons en évidence le rôle d’un proche 
homologue d'AtMYB30, AtMYB96, dans le contrôle de la mort cellulaire hypersensible et de la 
résistance des plantes. Notre étude montre qu'AtMYB30 et AtMYB96 sont co-régulés au cours des 
premières étapes de la HR en réponse à une souche avirulente de Pst. De plus, ils sont co-localisés dans le 
noyau où ils interagissent physiquement et forment un complexe. Par une approche génétique, nous 
démontrons qu'il n’y a pas de redondance fonctionnelle entre AtMYB30 et AtMYB96, mais qu’ils 
collaborent pour contrôler positivement la HR. De façon intéressante, ces deux facteurs transcriptionnels 
sont capables de se réguler mutuellement au niveau transcriptionnel, suggérant  qu'AtMYB30 et 
AtMYB96 seraient des composantes clé d'un système de contrôle visant à réguler finement la mort 
cellulaire hypersensible. 
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The Arabidopsis transcription factor AtMYB96 cooperates positively with 
AtMYB30 to control hypersensitive cell death 
 
Amandine Léger, Sylvain Raffaele, Solène Froidure, Xavier Daniel, Susana Rivas and Dominique 
Roby 
 
ABSTRACT 
The molecular mechanisms underlying the Hypersensitive Response (HR), a form of programmed 
cell death commonly associated with plant disease resistance, are still poorly understood. AtMYB30 
which is a member of the plant MYB transcription factor family has been shown to act as a positive 
regulator of the hypersensitive cell death program. Here we report a role of a close homolog of 
AtMYB30, AtMYB96 in the control of both hypersensitive cell death and plant disease resistance. Our 
study shows that AtMYB30 and AtMYB96 are co-regulated during the very first steps of the HR in 
response to an avirulent strain of Pseudomonas syringae pv tomato. They co-localize in the nucleus where 
they interact and form a complex. Moreover by genetic approach, we demonstrate that AtMYB30 and 
AtMYB96 are not functionally redundant, but positively collaborate to control the HR. Interestingly, they 
also transcriptionally regulate each other, suggesting that AtMYB30 and AtMYB96 might be key 
components of a regulatory system for the fine tuning of the hypersensitive cell death pathway. 
 
INTRODUCTION 
In response to pathogen attack, plants have 
developed complex signaling and defense 
mechanisms to protect themselves. Recognition of 
the pathogen leads to the rapid induction of plant 
defense mechanisms, which limit multiplication 
and spread of the pathogen within the plant. These 
plant defense responses involve transcriptional 
activation or repression of a large number of plant 
host genes, which are involved in various defense 
mechanisms, including the generation of signals 
such as reactive oxygen intermediates, the 
synthesis of antimicrobial compounds, the 
lignification of cell walls and the production of cell 
wall degrading enzymes. 
One of the most efficient and immediate resistance 
reactions is the hypersensitive response (HR), 
which is characterized by the rapid death of the 
cells directly in contact with, or in close proximity 
to, the pathogen. The HR is thought to confine the 
pathogen by stopping it from spreading from the 
site of the attempted infection and to trigger local 
and systemic signaling for the activation of 
defenses in non-infected cells (Greenberg and 
Yao, 2004; Mur et al., 2008). Nevertheless, the 
molecular mechanisms underlying the HR, a form 
of programmed cell death commonly associated 
with plant disease resistance, are still poorly 
understood.  
Transcriptional re-programming is a key 
step of plant defense in response to pathogen 
recognition, leading to major changes in gene 
expression (Eulgem, 2005). Several families of 
transcription factors (TFs) have been implicated in 
defense gene regulation (Eulgem, 2005). 
Representatives of the Arabidopsis TGA-bZIP, 
ERF, MYB, WHRILY and WRKY families have 
been shown to bind to promoters of defense-
related genes and to regulate their expression. 
Some of them were shown to be functionally 
linked to each other and to signal transducers, 
revealing regulatory circuits within a complex 
transcriptional network (Eulgem, 2005). MYB 
factors constitute a diverse family of proteins that 
include the conserved N-terminal MYB DNA-
binding domain and a C-terminal trans-activation 
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domain. In animals, the MYB domain consists of 
three imperfect tandem repeats (R1R2R3) whereas 
MYB genes containing two repeats (R2R3) 
constitute the largest MYB gene family in plants. 
There is still limited information concerning the 
functions of most of the 126 Arabidopsis R2R3-
type MYB genes. However, some plant MYB 
proteins have been shown to be involved in 
regulation of secondary metabolism, particularly 
the phenylpropanoïd pathway (Borevitz et al., 
2000), secondary cell wall biosynthesis (Zhong et 
al., 2008; Zhong et al., 2007; Zhou et al., 2009), 
control of cellular morphogenesis (Glover, 1998), 
and response to abiotic stress (Abe et al., 1997; 
Seo et al., 2009). R2R3-type MYB factors also 
participate in plant responses to pathogens. For 
instance, a tobacco mosaic virus-inducible R2R3-
type MYB gene (NtMyb1) was identified in 
tobacco (Yang and Klessig, 1996). AtMYB96 
[AtMYBcov1 (cauliflower overexpressed)] is 
induced in La-er Arabidopsis plants 
overexpressing the P6 gene from cauliflower 
mosaic virus which causes disease in this ecotype 
(Geri et al., 1999). Several genes encoding MYB 
transcription factors are up-regulated by P. 
syringae infections and other defence-related 
stimuli (Kranz et al., 1998; Stracke et al., 2001). 
Some MYB factors can bind to promoters of 
defence-associated genes (Rushton and Somssich, 
1998; Yang and Klessig, 1996). Moreover a T-
DNA insertion in the gene encoding the 
Arabidopsis MYB factor BOS1 resulted in 
enhanced disease symptoms after infection with 
several biotrophic and necrotrophic pathogens 
(Mengiste, 2003). 
Formation of TF complexes is known to be a 
fundamental process in fine tuning gene activity in 
eukaryotes. In plants, the cooperation between 
R2R3-MYBs and bHLH proteins was shown to be 
crucial for the expression of flavonoid biosynthesis 
genes in Zea mays (Goff et al., 1992), for trichome 
development (Payne et al., 2000), and ABA 
regulated gene expression (Abe et al., 2003) in A. 
thaliana. For example, in proanthocyanidin 
biosynthesis in Arabidopsis thaliana seed coat, 
TT2 (R2R3-MYB), TT8 (bHLH), and TTG1 
(WDR) form a transcriptional complex capable of 
directly activating the expression of BAN. TT2 is 
responsible for the specific recognition of the 
promoter, in combination with TT8. TTG1 
regulates the activity of these proteins in planta, 
potentially through modulation of TT8 stability 
(Baudry et al., 2004). Several transcriptional 
complexes have been also identified for control of 
flowering. Indeed OBF4 (TGA4/octopine synthase 
(ocs)-element-binding factor 4), a member of the 
TGA family of basic domain/leucine zipper 
transcription factors, acts as a regulator of 
flowering (Song et al., 2008), and interacts with 
CONSTANS (CO), a positive regulator of floral 
induction. It’s also binds to the promoter of the 
FLOWERING LOCUS T (FT) gene, a direct target 
of CO (Suarez-Lopez et al., 2001). Taken 
together, these results indicate that OBF4 can 
regulate FT expression through the formation of a 
protein complex with CO (Song et al., 2008). In 
the same field, CCA1 and LHY, two MYB1R 
regulators are involved in acceleration of 
flowering into continuous light (LL) by promoting 
FT expression through a genetic pathway that 
appears to be independent of the canonical 
photoperiodic pathway involving GI and CO 
proteins (Fujiwara et al., 2008). They have been 
shown to interact physically in the plant cell 
nucleus and to block transcription of other genes 
(Lu et al., 2009). This is the only reported case of 
physical interaction between 2 MYB proteins.  
The MYB gene AtMYB30 was isolated by 
differential screening of a cDNA library prepared 
from Xanthomonas campestris pv. campestris 
(Xcc)-inoculated Arabidopsis cells (Lacomme and 
Roby, 1999). Its expression is specific, rapid and 
transient during the very first steps of the HR in 
Arabidopsis thaliana (Daniel et al., 1999). 
Transgenic plants overexpressing AtMYB30 
showed an acceleration of the appearance of the 
Figure 1. AtMYB96, a close homolog of AtMYB30, displays a pattern of expression similar to AtMYB30.
A. The phylogenetic tree of the MYB IId subfamily was generated using the neighbor-joining method after alignment of 
the entire amino acid sequences of the IId subfamily members AtMYB30, 31, 96, 60 and 94 with ClustalW. Distance in 
the tree corresponds to evolutionary distance. Bootstrap values are indicated at the nodes of the tree. Tree building 
with the maximum-parsimony, minimum-evolution, and UPGMA methods gave similar results.
B,C,D,E,F. Relative expression of the MYB IId subfamily genes after inoculation by the avirulent strains Xcc147 in the 
wild type (transcriptomic data). Gene expression levels are quantified relative to the expression level in the wild type at 
time 0. Values represent mean ± SE from two independent experiments.
G. Expression pattern of AtMYB30 (red) and AtMYB96 (orange) in Col-0 after inoculation by Pst DC3000 AvrRpm1. 
Gene expression levels (determined by quantitative RT-PCR) were normalized using SAND family and β-tubulin 4 
genes as internal standards, and are relative to the expression level in the wild type at T0. Values represent mean and 
SD from five independent experiments. 
H. Expression of AtMYB30 (red) and AtMYB96 (orange) in the inoculated and adjacent zone. Leaves of Col-0 wild type 
plants were syringe-infiltrated with a bacterial suspension of Pst DC3000AvrRpm1 (5 x 107 cfu/ml) on a 0.4 cm2 leaf 
area. Samples were harvested in the inoculated zone or the adjacent zone (1mm around the inoculated zone) at 0 
(hatched bar) and 2 hpi (red or orange bars). Mean and SD values were calculated from 3 replicates of one 
representative experiment out of three. 
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Table 1. MYB genes early induced in wild-type plants after inoculation with the Xcc 147 strain.
aAffymetrix Probe set number. bArabidopsis Genome Initiative number and corresponding putative function. 
The final column shows the fold changes in the mean expression levels from two independent experiments in 
the inoculated wild type at the early time points (1 hour after inoculation) compared with the wild type at T0 
(WT1/WT0), except for AtMYB6 and AtMYB109, for which the fold changes from the first experiment (*1) and 
for AtMYB4 for which the fold changes from the first experiment (*2).
Probe Seta WT1/T0
252958_at At4g38620  AtMYB4 1,31*2
255037_at At4g09460 AtMYB6 1,17*1
259822_at At1g66230  AtMYB20 5,22
257140_at At3g28910 AtMYB30 1,14
253219_at At4g34990 AtMYB32 1,90
246401_at At1g57560 AtMYB50 2,09
255753_at At1g18570 AtMYB51 2,23
247696_at At5g59780 AtMYB59 2,41
245084_at At2g23290 AtMYB70 1,89
260237_at At1g74430 AtMYB95 1,5
247455_at At5g62470 AtMYB96 2,06*1
251763_at At3g55730 AtMYB109 1,36*1
Identifierb
RESULTATS 
Chapitre II : Rôle(s) d’AtMYB96 dans la HR et la résistance 
 
 113 
HR in response to avirulent bacterial pathogens 
(Vailleau et al., 2002). In addition, it increases 
resistance against different bacterial and fungal 
pathogens, and antisense MYB30 Arabidopsis lines 
showed a reverse phenotype. Thus, AtMYB30 is a 
positive regulator of the HR (Vailleau et al., 2002) 
and salicylic acid (SA) plays an essential role in 
this control (Raffaele et al., 2006). Recently, the 
putative target genes of AtMYB30 have been 
identified and shown to encode proteins whose 
functions are related to the lipid biosynthesis 
pathway, in particular the pathway leading to the 
synthesis of very long chain fatty acids (VLCFAs) 
(Raffaele et al., 2008). It was proposed that 
AtMYB30 modulates cell death-related lipid 
signaling by enhancing the synthesis of VLCFAs 
or VLCFA derivatives.  
In order to increase our knowledge of the 
regulatory circuits controlling specific gene 
transcription mediated by AtMYB30, search for 
co-regulated regulators and characterization of 
protein–protein interactions have been performed. 
In this study, we demonstrate that another R2R3-
MYB protein, AtMYB96, physically interacts with 
AtMYB30 in the plant cell nucleus. AtMYB96 
was rapidly and transiently expressed during 
incompatible interactions and shown to act as a 
positive regulator of the hypersensitive cell death. 
The genetic analysis of double overexpressor 
(AtMYB30ox AtMYB96ox) or double knockout 
lines (AtMYB30ko AtMYB96ko) showed that 
AtMYB30 and AtMYB96 collaborate together to 
positively control the HR and resistance. 
Interestingly, AtMYB30 and AtMYB96 positively or 
negatively control each other, suggesting a 
complex regulatory interaction between these two 
TFs. Taken together, these results show that 
AtMYB30 and AtMYB96 act in cooperation in a 
network to promote and control the hypersensitive 
cell death initiation. 
 
 
 
RESULTS 
 
AtMYB96, a close homolog of AtMYB30, 
displays a pattern of expression similar to 
AtMYB30.   
Genetic analysis of transcription factor action 
revealed in a number of cases a functional overlap 
that is often observed between two or more 
transcription factors (Journot-Catalino et al., 2006; 
Meissner et al., 1999; Pontier et al., 2001; Zhang 
et al., 2003). Identifying transcription factor 
partners usually requires some knowledge of 
which transcription factors are induced in response 
to a signal. Thus, in order to identify possible 
partners of AtMYB30, we investigated whether 
other members of the large MYB gene family in 
Arabidopsis could be regulated during the HR and 
in a similar manner as AtMYB30, and more 
particularly the members of the AtMYB30 
phylogenetic subgroup 2 which consists in 5 
members: AtMYB30, 31, 96, 60 and 94 (Figure 
1A). We first exploited the RNA profiling 
experiments previously performed for 
transcriptome analysis of Arabidopsis plants 
inoculated with an avirulent strain of Xcc 
(Raffaele et al., 2008).12 members of the large 
MYB gene family, including AtMYB30, were 
induced in the wild type at very early time points 
(1 h post inoculation) after inoculation with the 
Xcc147 strain (Table1). Interestingly, only one 
gene in this list, AtMYB96, belongs to the 
subgroup of AtMYB30. To confirm these data, the 
expression pattern of all these genes, including 
also the members of the AtMYB30 subgroup was 
analyzed by Q-RT-PCR in wild type (Col-0) 
plants inoculated with the Xcc147 strain. The data 
concerning the close homologs of AtMYB30 are 
shown in Figure 1B-F. While AtMYB31 was not 
induced in response to Xcc, AtMYB60 and 
AtMYB94 were expressed at high levels in healthy 
plants and during the very early time points of the 
experiment, and then repressed at later timepoints. 
Interestingly, AtMYB96 showed a similar pattern 
Figure 2. AtMYB30-CFP and AtMYB96-YFPv co-localize in the nucleus.
Confocal images of epidermal cells of N. benthamiana leaves 36 hours after Agrobacterium-mediated transient 
expression of P35S:AtMYB30-CFP (A) or P35S: AtMYB96-YFPv (B). Co-localization of AtMYB30-CFP and 
AtMYB96-YFPv is shown in the merged image in (C). The corresponding bright field image is shown (D). White 
arrows indicate cell nuclei. Bars = 15 mm.
Figure 3. Size exclusion chromatography analysis of AtMYB30-TAP and AtMYB96-HA. 
Soluble proteins (0.5 mg) from N. benthamiana leaves transiently expressing TAP-tagged AtMYB30 and HA-tagged 
AtMYB96 were subjected to gel filtration chromatography on a Superdex 200 10/30 column. Individual fractions 
were collected and analyzed by Western blot using anti-TAP (top) and anti-HA (bottom) antibodies. The molecular 
mass estimated for different fractions (in kDa) is indicated at the top.
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of expression as AtMYB30, i.e. transiently induced 
2 hours post-inoculation. None of the other MYB 
genes tested showed such a closely related pattern 
of expression (data not shown). 
We then focussed the analysis on AtMYB96 and 
monitored the transcript levels for this candidate 
gene by quantitative RT-PCR in 5 independent 
experiments using Col-0 plants challenged with an 
avirulent strain of Pseudomonas syringae pv. 
tomato (Pst) DC3000 AvrRpm1 (figure 1G). In all 
performed experiments, AtMYB30 and AtMYB96 
genes were significantly induced at early time 
points of the interaction. The expression of 
AtMYB30 and AtMYB96 peaked together 1 hour 
post inoculation (hpi) and decreased until they 
reached their basal level (Figure 1G). Interestingly, 
while they present the same expression pattern in 
response to an avirulent strain of Pst, the 
expression level of AtMYB96 is significantly 
higher (2.8 fold).  
To investigate whether AtMYB96 exhibited 
also a similar spatial expression pattern as 
AtMYB30, we analyzed the expression of both 
genes at the inoculation site and in the zone 
adjacent to the infiltrated zone with Pst DC3000 
AvrRpm1 (Figure 1H). In the infiltrated zone, 
which shows clear HR symptoms 4 hpi, AtMYB96 
is expressed as AtMYB30, at 2 hpi. Interestingly, in 
the area adjacent to the infiltrated zone, while no 
significant AtMYB30 expression could be detected 
(similar to the one observed before inoculation), 
AtMYB96 expression is clearly induced in this area 
(figure 1H). As an internal control of the 
experiment, we monitored the expression level of 
the PR1 gene which, as expected for a marker of 
the plant defense response, increased 24 hpi in the 
infiltrated area and at distance (data not shown). 
So AtMYB96 and AtMYB30 were both expressed, 
rapidly and transiently at the inoculation site in 
response to an avirulent strain of Pst. However, 
AtMYB96 was also induced in the adjacent zone, 
suggesting that it might play an additional role 
during the resistance response.  
These results indicate that AtMYB96 and 
AtMYB30 are temporally and spatially co-
expressed during the early stages of the HR, 
suggesting that AtMYB96 is likely involved in the 
control of this response, in cooperation or 
independently of AtMYB30.  
 
AtMYB96 and AtMYB30 co-localize in the plant 
cell nucleus 
 At the subcellular level, AtMYB30 has 
been previously found to be localized in the cell 
nucleus after transient expression of both N. 
benthamiana and Arabidopsis cells (Froidure et al., 
2010) (Figure 2A). Similarly, the subcellular 
localization of AtMYB96 was investigated using 
Agrobacterium-mediated transient expression of a 
P35S:AtMYB96-YFP fusion in N. benthamiana 
leaves. As expected for a MYB transcription factor, 
AtMYB96 was localized in the cell nucleus (Figure 
2B). Indeed, co-expression of AtMYB30-CFP and 
AtMYB96-YFP showed that both proteins co-
localize in the nucleus (Figure 2C).  
 To investigate the potential association of 
AtMYB30 and AtMYB96, protein extracts 
containing TAP-tagged AtMYB30 or HA-tagged 
AtMYB96 were subjected to size exclusion 
chromatography. Collected fractions were analyzed 
for the presence of AtMYB30 or AtMYB96 by 
immunoblot analysis (Figure 3). Identical elution 
profiles were obtained for both AtMYB30 and 
AtMYB96. The estimated molecular mass of 
AtMYB30 and AtMYB96 in the eluted fractions 
ranged between 228 and 127 kDa, peaking at ~170 
kDa (Figure 3). This was higher than expected for 
the monomeric form of AtMYB30-TAP (56 kDa) or 
AtMYB96 (40 kDa), suggesting that both proteins 
are part of a protein complex in the cell. The same 
elution profile was observed when TAP-tagged 
AtMYB30 and HA-tagged AtMYB96 were co-
expressed in N. benthamiana. These data are 
consistent with a protein interaction between 
AtMYB30 and AtMYB96 in the plant cell.  
 
Table 1. FLIM measurements showing that AtMYB30 physically interacts with AtMYB96 in the nucleus of N. 
benthamiana epidermal cells.
aMean lifetime in nano seconds
bStandard deviation
c Difference in picoseconds between the lifetime of the donor alone and its lifetime in the presence of the acceptor
dTotal number of measured nuclei 
eFRET efficiency percentage (E = 1 - DA/D) was calculated by comparing the lifetime of the donor in the presence 
of the acceptor (DA) with its lifetime in the absence of the acceptor (D).
0.55-30310,0412,272AtMYB123-YFPvAtMYB30-CFP
5 x 10-811,7432700,0322,032AtMYB96-YFPvAtMYB30-CFP
-52-0,0322,303-AtMYB30-CFP
p-value(f)E(e)N(d)D(c)SD(b)Lifetime(a)AcceptorDonor
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AtMYB30 and AtMYB96 physically interact in 
the nucleus of N. benthamiana cells 
 The physical interaction between 
AtMYB96  and AtMYB30 was first tested by the 2 
hybrid system, showing a positive interaction 
between the two proteins (data not shown). This 
interaction was confirmed in planta using a 
quantitative non-invasive FLIM approach to 
monitor the Förster resonance energy transfer 
(FRET) between the CFP (donor) and YFPv 
(acceptor) molecules fused to AtMYB30 and 
AtMYB96, respectively. If these two proteins 
interact, the transfer of energy from the donor to 
the acceptor decreases the fluorescence lifetime 
(average time that a molecule remains in its 
excited state prior to returning to its basal state) of 
the donor fluorophore. The relative difference of 
lifetime is a measurement of FRET efficiency 
(Table 2). The average CFP lifetime in nuclei 
expressing AtMYB30-CFP was 2,303 ± 0,032 ns 
(mean ± SD). A significant reduction of the 
average CFP lifetime to 2,032 ± 0,032 ns was 
measured in nuclei co-expressing the AtMYB30-
CFP and AtMYB96-YFPv fusion proteins (Table 
1), showing that AtMYB96 is able to interact with 
AtMYB30 in the nucleus. No evidence of protein 
interaction was obtained in nuclei co-expressing 
AtMYB30 and the non-related nuclear localized 
MYB transcription factor AtMYB123 (Nesi et al., 
2001), as shown by an average CFP lifetime of 
2,272 ± 0,041 ns, which is not significantly 
different from that of AtMYB30-CFP alone. These 
data show that reduction of AtMYB30-CFP 
lifetime, in the presence of AtMYB96-YFPv, is 
not due to non-specific transfer of energy between 
the two fluorophores and that the nuclear 
interaction between AtMYB30 and AtMYB96 is 
specific.  
 Together, these data provide strong 
evidence of a specific physical interaction between 
AtMYB30 and AtMYB96 in the plant cell nucleus.  
 
AtMYB96 acts as a positive regulator of HR 
and defense. 
To address the possible role of AtMYB96 
in the establishment of the HR and plant response 
to bacterial pathogens, we examined the effects of 
knockout depletion and overexpression of this 
gene in Arabidopsis. For this purpose, we searched 
for Arabidopsis AtMYB96-null mutants in the 
GABI and SALK mutant libraries (Li et al., 2003; 
Rosso et al., 2003)(http://signal.salk.edu/). Genetic 
characterization of three candidate lines (GABI 
431G07, GABI 120B05 and SALK N611645) 
allowed us to identify two homozygous AtMYB96 
knockout lines containing both a T-DNA insertion 
within the second intron. Absence of AtMYB96 
transcripts in the homozygous AtMYB96ko plants 
was confirmed by RT-PCR using AtMYB96 gene-
specific primers (Supplemental Figure 1A and B). 
Secondly we generated several transgenic lines 
that constitutively expressed TAP tagged 
AtMYB96 under the control of the CaMV 35S 
promoter in an AtMYB96ko background. We 
selected two AtMYB96ox lines containing a single 
copy of the transgene P35S:AtMYB96-TAP and 
presenting the highest level of AtMYB96 
transcripts in homozygous T3 AtMYB96ox plants 
monitored by Q-RT-PCR using AtMYB96 gene-
specific primers (Supplemental Figure 1C and D). 
The phenotype of the AtMYB96ox and 
AtMYB96ko lines was visually compared with that 
of the wild type, the AtMYB30ox and the 
AtMYB30ko lines, after inoculation with Pst 
DC3000 carrying the avirulence gene AvrRpm1. 
Arabidopsis wild-type plants showed a typical HR, 
characterized by the rapid collapse and drying of 
the inoculated tissues (Figure 4A1). Consistent 
with our previous work, the HR symptoms were 
intensified or decreased in AtMYB30ox and 
AtMYB30ko lines, respectively (Figure 4A1). 
Interestingly, the two AtMYB96ox lines showed a 
stronger HR as compared to the wild-type, 24 
hours post-inoculation and a comparable 
phenotype to that of AtMYB30ox (Figure 4A1). In 
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contrast, the two AtMYB96ko lines show the same 
faint HR phenotype as AtMYB30ko line (Figure 
4A1). 
These phenotypes were quantified by 
measuring the uptake of Evans blue in leaf disk 
assays at different times after bacterial inoculation. 
To better visualize differences in the HR 
phenotype of the different lines deregulated for 
AtMYB30 or AtMYB96, we used a low inoculum of 
PstDC3000 AvrRpm1 (2.106 CFU/mL). The results 
showed that cell death was clearly accelerated in 
AtMYB96ox lines, while it was intensified in 
AtMYB30ox as compared to the wild-type Col-0 
(Figure 4B1). A reverse phenotype was observed in 
                                                 
 
1 Figure 4. AtMYB96 and AtMYB30 cooperate positively 
to control HR and resistance. 
A. Phenotype of wild-type, single lines AtMYB30ox and 
AtMYB96ox, double overexpressor lines AtMYB30ox 
AtMYB96ox, single mutants AtMYB30ko and AtMYB96ko, and 
double mutants AtMYB30ko AtMYB96ko 24h after inoculation 
with Pst DC3000 carrying avrRpm1. Approximately 1 cm2 
surface of the right half of the leaves was syringe-infiltrated 
with a bacterial suspension at 5x106 CFU/mL. 
B. Quantification of cell death by measuring the uptake of 
Evans blue at the indicated time points in the different 
AtMYB30 and AtMYB96 lines, after inoculation with Pst 
DC3000 AvrRpm1 at 2x106 CFU/mL. Mean values and SD 
values were calculated from 3 replicates of 4 representative 
experiments. 
C. Quantification of cell death by measuring the uptake of 
Evans blue at the indicated time points in different AtMYB30 
and AtMYB96 lines, after inoculation with Pst DC3000 
AvrRpm1 at 2x106 CFU/mL. Mean values and SD values were 
calculated as in (B) from 5 replicates of one representative 
experiment out of three. 
D. Growth of Pst DC3000 AvrPphB in different transgenic 
Arabidopsis plants deregulated in AtMYB30 and AtMYB96. 
Inoculation was performed with a bacterial suspension at 
5x105 CFU/mL, and bacterial growth was measured at 0 
(white bars) and 3 days (grey bars) after inoculation. Mean 
bacterial densities were calculated from 3 independent 
experiments with 6 individual plants in each experiment. Stars 
the knockout lines. Indeed the Evans blue 
coloration peaked in AtMYB30ko or AtMYB96ko 
lines at similar timepoints as the wild-type but the 
intensity of the peak was weaker than the wild 
type (Figure 4B1). These data are consistent with a 
role for AtMYB96 in promoting the HR. 
In agreement with the HR phenotypes, the 
AtMYB96ox lines showed increased resistance to 
inoculation with Pst DC3000 AvrPphB, as 
evidenced by decreased in planta bacterial growth 
compared to wild-type plants (Figure 4D1). 
Nevertheless, the reverse phenotype was not 
observed in the AtMYB96ko lines. Indeed, while 
AtMYB30ko showed increased bacterial growth as 
compared to the wild type, we observed no 
significant differences in bacterial growth between 
AtMYB96ko lines and the wild-type (Figure 4D1). 
Expression of the defense marker gene PR1 was 
also significantly increased at 24hpi in the 
AtMYB96ox lines (Figure 4E1), and decreased in 
the AtMYB96ko lines (Figure 4E1), similarly to 
AtMYB30 lines. 
                                                                            
 
represent statisticallly significant differences using the 
Student test (p-value < 0.05). 
E. Expression of the defense marker gene PR1 at 24 hours 
after inoculation with Pst DC3000 AvrRpm1 at 5x107 
CFU/mL. The top right panel (F) presents expression of PR1 
in untreated plants. Gene expression levels (determined by 
quantitative RT-PCR) were normalized using SAND family 
and β-tubulin 4 genes as internal standards, and are relative to 
the expression level in the wild type at T0. Values represent 
mean and SD from one experiment among 5 independent 
experiments. 
Wild-type (green line), AtMYB30ko (blue line), AtMYB96ko 
#1 and #2 (violet line and hatched violet bar respectively), 
AtMYB30ko AtMYB96ko #1 and #2 (grey line and hatched 
grey bar respectively), AtMYB30ox (red line), AtMYB96ox #1 
and #2 (orange line and hatched orange bar respectively), 
AtMYB30ox AtMYB96ox#1 and #2  (pink line and hatched 
pink bar respectively) 
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Figure 5. Cross regulation between AtMYB96 and AtMYB30.
A-B. Expression pattern of AtMYB30 in AtMYB96 transgenic lines after inoculation with Pst DC3000 AvrRpm1 at 5x107
CFU/mL, and in untreatedplants (B). Gene expression levels (determined by quantitative RT-PCR) were normalized using 
SAND family and β-tubulin 4 genes as internal standards, and are relative to the expression level in the wild type at T0. 
Values represent mean and SD from one representative experiment among 5 independent experiments. Wild-type (green 
line), AtMYB96ko (violet line), AtMYB96ox (orange line). 
C-D. Expression pattern of AtMYB96 in AtMYB30 in transgenic lines after inoculation with Pst DC3000 AvrRpm1 at 5x107 
CFU/mL, and in untreated plants (D). Gene expression levels (determined by quantitative RT-PCR) were normalized using 
SAND family and β-tubulin 4 genes as internal standards, and are relative to the expression level in the wild type at T0. 
Values represent mean and SD from one representative experiment among 5 independent experiments. Wild-type (green 
line), AtMYB30ko (blue line), AtMYB30ox (red line).
E. Constructs used for the trans-activation test. (a) pAtMYB30:GUS-GFP, (b) pAtMYB96:GUS-GFP, (1) p35S:AtMYB30-
TAP, (2) p35S:AtMYB96-TAP, (3) p35S:BZR1-TAP
F. Trans-activation assay of AtMYB30 promoter by transient expression in Nicotiana benthamiana. GUS assays in leaf discs 
1.5 days after agroinfiltration with the MYB30p:GUS-GFP reporter (white bar), alone or with P35S:AtMYB30-TAP (black 
bar), with P35S:AtMYB96-TAP (grey black), with P35S:AtMYB30-TAP and P35S:AtMYB96-TAP (hatched bar), with the 
activator P35S:BZR-HA (blue bar), with P35S:BZR-HA and P35S:MYB96-TAP(hatched blue bar). 
G. Trans-activation assay of AtMYB96 promoter by transient expression in Nicotiana benthamiana. GUS assays in leaf 
discs 1.5 days after agroinfiltration with the MYB96p:GUS-GFP reporter (white bar), alone or with P35S:AtMYB30-TAP 
(black bar), with P35S:AtMYB96-TAP (grey black), with P35S:AtMYB30-TAP and P35S:AtMYB96-TAP (hatched bar).
Mean values and SD values were calculated from the results of eight independent experiments, with two replicates per 
experiment. 
MU, methylumbelliferone.
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All together these results showed that 
AtMYB96 plays a positive role in the control of 
the HR and resistance. 
 
AtMYB30 and AtMYB96 collaborate together 
to control positively the HR and resistance 
To investigate the possible collaborative 
role of AtMYB30 and AtMYB96 and/or their 
putative redundancy for the control of the HR, 
crosses between AtMYB30ko and AtMYB96ko 
mutants and between AtMYB30ox and AtMYB96ox 
lines were performed, and double homozygous 
plants were isolated from the progenies.  
As shown in Figure 4A, AtMYB30ox AtMYB96ox 
plants displayed intensified HR symptoms 
compared with the single lines AtMYB30ox and 
AtMYB96ox in the interaction with Pst DC3000 
AvrRpm1. Consistent with these data, cell death 
occurred earlier in the AtMYB30ox AtMYB96ox 
lines than in AtMYB30ox line, and reached higher 
values than in the AtMYB96ox lines (Figure 4C). 
To confirm the putative additive role of AtMYB30 
and AtMYB96 in the control of the HR, the 
phenotype of the double knockout lines 
AtMYB30ko AtMYB96ko was evaluated in 
response to inoculation with an avirulent strain of 
Pst (Figure 4A and C). This double mutant 
exhibited a significantly lower accumulation of 
Evans blue than the single line AtMYB96ko or the 
wild type, similar to the one observed for the 
AtMYB30ko line.  These results were consistent 
with the HR symptoms observed for these lines 
(Figure 4A). 
Measurement of in planta bacterial multiplication 
indicated that it was significantly increased in the 
AtMYB30ko AtMYB96ko double mutant as 
compared to the single mutants, and reduced in the 
double overexpressor lines as compared to the 
single overexpressor transgenic lines (Figure 4D). 
We also quantified by RT-PCR the expression of 
the defense gene PR1 in the double mutants as 
compared to the single mutants and to the wild 
type. No modification in the expression level of 
the marker gene was detected in untreated plants 
(Figure 4F). In response to Pst DC3000 avrRpm1, 
PR1 was found to be significantly up-regulated in 
the double over-expressor and expressed at low 
levels in the ko mutant lines, as compared to the 
parental lines (Figure 4E).  
These results demonstrate that even if we 
can’t exclude a redundant role in the control of the 
HR for AtMYB30 and AtMYB96, they have an 
additive effect on the control of this plant 
response.  
 
Cross regulation between AtMYB30 and 
AtMYB96 
To explain the additive effect of 
AtMYB30 and AtMYB96 in the control of HR 
and defense, different hypotheses can be 
envisaged. The simpliest one consists in a 
collaborative role of both TFs in the activation of 
common targets (not tested here). An alternative, 
which is not exclusive, includes the cross-
regulation of the two TFs by each other. Such 
interactions have been described for WRKY 
transcription factors involved in regulation of 
plant immunity (Eulgem and Somssich, 2007). 
To examine whether a cross-regulation 
between AtMYB30 and AtMYB96 exists, we 
tested whether AtMYB30 gene expression could be 
affected in AtMYB96 deregulated transgenic and 
mutant lines, and conversely whether the 
expression of AtMYB96 might be modulated in 
AtMYB30 deregulated lines, in healthy and 
inoculated plants. During an incompatible 
interaction, AtMYB30 is induced and expressed at 
higher levels in the AtMYB96ko line as compared 
to the wild-type, and not affected in the 
AtMYB96ox line (Figure 5A). The same 
observation was made in absence of pathogen 
(Figure 5B). In parallel, a significant increase in 
AtMYB96 expression level was detected 2 hours 
after inoculation in response to Pst DC3000 
AvrRpm1 in AtMYB30ox (Figure 5C), which is not 
observed in absence of pathogen (Figure 5D).  
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All together these results suggest that AtMYB96 is 
able directly or indirectly, to down-regulate the 
expression of AtMYB30. 
To directly test the ability of each 
transcription factor to activate or down-regulate 
the other, we performed trans-activation assays in 
N. benthamiana leaves using (i) reporter constructs 
containing 1.2kb and 2.4kb upstream sequences 
from AtMYB30 and AtMYB96 genes respectively, 
fused to the -glucuronidase coding sequence 
(GUS) and the green fluorescent protein (GFP) 
reporter genes and (ii) TAP-tagged versions of 
AtMYB30 and AtMYB96 under the control of the 
35S promoter. AtMYB30 did not lead to the 
transcriptional activation of AtMYB30 promoter 
(figure 5E, black bar) and the same observation 
was made in the case of AtMYB96 (Figure 5F, 
grey bar), suggesting that AtMYB30 and 
AtMYB96 were not able to auto-activate. 
Interestingly, when the p30:GUS-GFP reporter 
construct is co-expressed with AtMYB96, a 
significant decrease of GUS activity (3.6 fold) was 
observed compared with the reporter alone (Figure 
5E, grey bar). This result is consistent with a 
repression of AtMYB30 by AtMYB96 as expected 
on the basis of the AtMYB30 expression profile 
previously reported. In contrast, AtMYB30 led to 
the activation of AtMYB96p, (2.75 fold) compared 
with the reporter alone (Figure 5F, black bar).  
To better evaluate the repression of AtMYB30 by 
AtMYB96, we used a putative transcriptional 
activator of AtMYB30 in our transient expression 
assays. A recent report identified AtMYB30 by 
microarray and ChIP experiments, as a possible 
direct target of BES1, a transcriptional regulator 
involved in brassinosteroïd signalling (Li et al., 
2009). Constructs including an HA-tagged version 
of BES1 as well as an HA-tagged version of BZR1, 
a transcriptional factor belonging to the same class 
of TFs as BES1, and involved in the same 
regulation pathway as BES1 (Li and Deng, 2005) 
were generated. Here, results on trans-activation 
assays with BZR1 are reported as an example. 
First, the co-expression of BZR1 and pAtMYB30 
(Figure 5E, blue bar) led to activation of AtMYB30 
(4 fold), demonstrating that AtMYB30 is activated 
by BZR1. Then the repressor effect of AtMYB96 
on BZR1-mediated transcriptional activation of 
pAtMYB30 was tested (Figure 5E). When co-
expressed with AtMYB96, BZR1-TAP mediated 
transcriptional activation of AtMYB30p was 
significantly reduced (3.4 fold), leading to an 
activity nearly similar to the one obtained with the 
reporter alone (Figure 5E, hatched blue bar). 
These results are consistent with a repressor role 
of AtMYB96 on AtMYB30. 
Finally, a possible effect of the interaction of 
AtMYB30 and AtMYB96 was tested on their own 
transcriptional activation. In both case, when 
AtMYB30 and AtMYB96 are co-expressed, the 
measured GUS activity driven by AtMYB30p or 
AtMYB96p was similar to the activity measured 
with only one TF (Figure 5E and F, hatched grey 
bar). This result suggests that the interaction has 
no effect on the expression of pAtMYB30 and 
pAtMYB96. 
Thus, these data support the idea of 
existence of cross-regulation between AtMYB30 
and AtMYB96. Indeed, AtMYB30 positively 
regulates the expression of AtMYB96, while 
AtMYB96 negatively regulates AtMYB30 
expression, suggesting the existence of a negative 
feedback on AtMYB30 action controlled by 
AtMYB96. 
 
DISCUSSION 
AtMYB30 was previously identified as 
specifically, rapidly and transiently expressed 
during the very first steps of the HR (Daniel et al., 
1999), and  shown to act as a positive regulator of 
the hypersensitive cell death (Vailleau et al., 
2002), possibly through cell death-related lipid 
signaling (Raffaele et al., 2008). Since AtMYB30 
plays a pivotal role in the control of the 
hypersensitive cell death program, which must be 
finely tuned by the plant in the context of its 
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response to pathogens, it is likely that AtMYB30 
acts in cooperation with other positive and 
negative factors for the initiation of HR. We 
recently reported that an Arabidopsis secreted 
phospholipase AtsPLA2- is an AtMYB30-
interacting protein, specifically re-localized from 
cytoplasmic vesicles to the plant cell nucleus, 
where it interacts with AtMYB30. This interaction 
leads to repression of the AtMYB30-mediated 
transcriptional activity and to negative regulation 
of the HR (Froidure et al., 2010). Here, we report 
the identification of a novel partner of AtMYB30, 
AtMYB96, which has a similar expression pattern, 
co-localizes in the nucleus, and interacts physically 
in vivo with AtMYB30. This interaction leads to a 
positive control of the HR cell death program and 
resistance against Pst. In addition, the expression 
of AtMYB30 is controlled by AtMYB96 and vice 
versa, suggesting the existence of cross-regulation 
of both transcription factors at the transcriptional 
level. 
 
AtMYB96, a new partner for AtMYB30  
AtMYB96 is induced rapidly and transiently in 
response to an avirulent strain of Pst. This is 
consistent with the fact that AtMYB96 have been 
already reported as induced by biotic and abiotic 
stress (Geri et al., 1999; Seo et al., 2009). 
AtMYB96 (AtMYBcov1 (cauliflower 
overexpressed) is induced in La-er Arabidopsis 
plants overexpressing the P6 gene from 
cauliflower mosaic virus which causes disease in 
this ecotype (Geri et al., 1999). Recently 
AtMYB96 was also reported to be induced in 
response to ABA and drought response (Seo et al., 
2009). AtMYB30 and AtMYB96 belong to the 
same phylogenetic subgroup of the large MYB 
transcription factor family. In contrast with other 
members of the subgroup, only AtMYB96 displays 
a pattern of expression similar to AtMYB30 during 
an incompatible interaction. Thus, AtMYB96 is a 
good candidate as a putative partner of AtMYB30, 
even if we can’t exclude a putative functional 
redundancy. Besides, other MYB genes belonging 
to other phylogenetic groups are induced during 
Xcc infection, suggesting that other MYBs could 
play a role during plant-pathogen interaction. 
Here, we show that AtMYB96 interacts 
with AtMYB30 both in yeast and in living plant 
cells (Table 1). The specificity of this interaction 
was demonstrated by the observation that 
AtMYB30 is unable to interact with another 
MYBR2R3 transcription factor AtMYB123, 
named TT2 and involved in the regulation for pro-
anthocyanidin accumulation in developing seeds 
(Nesi et al., 2001). Typically, plant MYB 
transcription factors have been shown to form 
complex with bHLH and WD40 repeat proteins to 
regulate secondary metabolism and epidermal cell 
fate identity in a range of plants (Dubos et al., 
2008; Ramsay and Glover, 2005; Zhang, 2003). 
To our knowledge, only one physical interaction 
between 2 MYB transcription factors have been 
demonstrated in vivo between CCA1 and LHY, 
that belong to the MYB1R subfamily. They 
regulate circadian rhythms in Arabidopsis (Lu et 
al., 2009). Our work shows the first documented 
interaction between two R2R3 MYB transcription 
factors in plants. Because AtMYB30 and 
AtMYB96 physically interact, it is likely that they 
are present in the same complex. The calculated 
molecular mass of heterodimers of 
AtMYB30/AtMYB96 is about 100kDa, yet the 
AtMYB30/AtMYB96-containing complex peaked 
at 170kDa, suggesting the presence of other 
partners in the complex or post-modified residues 
in AtMYB30 and AtMYB96 proteins.  
The AtMYB30 and AtMYB96 domains necessary 
for the interaction, were not identified. But several 
studies showed that the MYB domain is often 
necessary for the protein-protein interaction with a 
MYB (Grotewold et al., 2000; Quattrocchio et al., 
2006; Wang et al., 2008; Zimmermann et al., 
2004). More precisely, the repeat R3 in the MYB 
domain of GL1 protein is responsible for its 
binding with GL3 bHLH factor (Wang and Chen, 
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2008). C/v-MYB and MYB-like proteins from 
yeast to mammalian cells also interact with 
regulatory proteins through the conserved 
tryptophan repeat structure present in their MYB 
domains (Cervellera and Sala, 2000; Inoue and 
Sherr, 1998; Pfitzner et al., 1998). So we can 
hypothesize a role for the MYB domain in the 
interaction between AtMYB30 and AtMYB96, but 
this should be experimentally tested.  
 
AtMYB30 and AtMYB96 act together for 
activation of the hypersensitive cell death 
Considering the physical interaction 
between AtMYB30 and AtMYB96 and their 
similar expression pattern, it was tempting to 
envisage a role for AtMYB96 in the regulation of 
the HR. Our results demonstrate clearly that this is 
the case. However, different possibilities might 
explain AtMYB96 implication in the control of the 
HR. AtMYB96 is a close homolog of AtMYB30, 
and consequently could show functional and 
expression redundancy. An alternative would be 
that both TFs are part of a transcriptional complex 
or network controlling the HR.  In an attempt to 
gain further knowledge on the respective role of 
AtMYB30 and AtMYB96, we generated double 
AtMYB30 AtMYB96 over-expressing and mutant 
lines. We demonstrated that over-expression of the 
two TFs enhanced significantly plant disease 
resistance and the HR symptoms as compared to 
single over-expressor lines. Conversely, depletion 
of both TFs. led to an alteration of the response. 
These data suggest that the two MYBs cooperate 
positively in the control of the HR and resistance. 
Control of the plant immunity response by several 
transcription factors has been already reported. For 
example, WRKY7, WRKY11 and WRKY17, 
which are closely related homologs, act as negative 
regulators of basal resistance towards Pst (Journot-
Catalino et al., 2006; Kim et al., 2006). Some 
other TFs are associated in a complex interplay, 
with overlapping, antagonistic, and distinct roles in 
plant disease resistance. This has been 
demonstrated for example for AtWRKY18, 
AtWRKY40 and AtWRKY60 involved in the 
regulation of the plant response to microbial 
pathogens (Xu et al., 2006). MYB108 and 
MYB24 have overlapping functions and act 
together downstream of MYB21 in a 
transcriptional cascade that mediates stamen and 
pollen maturation in response to jasmonates  
(Mandaokar and Browse, 2009). In conclusion, 
AtMYB30 and AtMYB96 participate to the same 
complex/network for the control of the HR, and 
might be more widely involved in stress 
responses. 
 In this context, AtMYB96 has been 
recently associated with the drought stress 
response in Arabidopsis (Seo et al., 2009). By 
analyzing AtMYB96 depleted transgenic lines, 
AtMYB96 was shown to mediate abscisic acid 
(ABA) signaling during drought stress response. 
The AtMYB96ox line exhibited enhanced 
resistance to drought by reducing stomatal 
opening mediated by ABA, whereas the 
AtMYB96ko is more sensitive to water deficit (Seo 
et al., 2009). Interestingly in Arabidopsis, ABA-
regulated stomatal closure was reported as a key 
element of pre-invasion in SA-regulated innate 
immunity to Pseudomonas syringae (Melotto et 
al., 2006). Thus, these observations are consistent 
with a decrease of bacterial growth in AtMYB96ox 
lines observed in this work. Constitutive ABA-
regulated stomatal closure in AtMYB96ox could 
act as a barrier against bacterial infection and 
consequently lead to enhanced resistance to Pst 
DC3000 AvrPphB. In addition, Seo and 
collaborators reported that AtMYB96 functions as 
a molecular link that interconnects ABA and auxin 
signals in lateral root development under drought 
conditions. Indeed, the expression of a subset of 
GH3 genes, encoding a subset of IAA-conjugating 
enzymes (Staswick et al., 2005; Staswick et al., 
2002), is up-regulated in the AtMYB96ox line, 
leads to an increased level of conjugated auxins 
and reduced lateral root formation (Seo et al., 
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2009). Interestingly, the GH3-8 over-expressing 
rice plants, which present the same phenotype as 
AtMYB96ox line ((i) a reduced growth of lateral 
roots (Park et al., 2008), (ii) a higher accumulation 
of conjugated IAA and a reduction of free IAA 
level (Ding et al., 2008), presents an enhanced 
resistance to the rice pathogen Xanthomonas 
oryzae pv. Oryzae (Ding et al., 2008)). Taken 
together, these data suggest that AtMYB96 might 
be involved in enhanced resistance to Pst through 
direct or indirect regulation of GH3 expression.   
 On the basis of these recent data, the 
positive role of AtMYB96 in plant disease 
resistance found in this work might be mediated by 
ABA and auxin signaling pathways. Analysis of 
expression pattern of ABA- and AIA-regulated 
genes in our different transgenic lines will be 
essential to elucidate this question. However, in 
the context of the interaction AtMYB96-
AtMYB30, AtMYB30 was shown to modulate the 
SA signaling pathway in the control of the HR and 
resistance (Raffaele et al., 2006), suggesting that 
(i) AtMYB30 and AtMYB96 might work in 
different regulatory pathways to control pathogen 
resistance, or (ii) SA and/or ABA and AIA 
pathways are both directly or indirectly affected by 
AtMYB96. In our transcriptomic data, AtMYB30 
was not found to regulate ABA and AIA genes 
during an incompatible interaction, expression of 
these genes being unaffected in the AtMYB30ox 
line (Raffaele et al., 2008). Indeed, even if these 
genes are strongly induced in the wild-type at 1 
and 2 days after inoculation (data not shown), their 
expression pattern is not altered by AtMYB30 
deregulation. Although the question of (a) 
common (or different) network(s) controlling 
drought and resistance responses remains open, the 
two TFs are clearly not fully redundant for the 
activation of the HR,  since the single knockout 
mutants present both an HR altered phenotype, the 
presence of one TF being unsufficient to 
compensate the absence of the other.  
 
AtMYB30 and AtMYB96, components of a 
transcriptional cascade? 
The gradual transcriptional responses 
associated with immunity in the context of basal 
defense (PTI) or ETI (Effector-Triggered 
Immunity), clearly indicate the existence of a 
complex regulatory circuitry comprising 
transcriptional activators and repressors involved 
in the fine tuning of defense gene expression 
(Eulgem, 2005). For instance mutational analyses 
revealed that some WRKY genes positively or 
negatively influence expression of other family 
members (Journot-Catalino et al., 2006; Kalde et 
al., 2003). These observations point toward a 
functional linkage of many WRKY genes by auto-
regulatory and cross-regulatory mechanisms. 
Here we demonstrated that two members of the 
MYB transcription family are submitted to 
positive and negative feedback. The analysis of 
AtMYB96 expression pattern in AtMYB30 ox 
during an incompatible interaction suggests that 
AtMYB30 is able to activate the expression of 
AtMYB96. This was confirmed by the trans-
activation of AtMYB96p by AtMYB30 using 
Agrobacterium-mediated transient assays in N. 
benthamiana leaves. However, in untreated plants, 
the expression of AtMYB96 in AtMYB30-
deregulated transgenic lines is not significantly 
affected. These results suggest that the 
amplification of AtMYB96 expression by 
AtMYB30 is dependent on pathogen interaction. 
Interestingly, we observed in the wild-type plants 
that the expression level of AtMYB96 after 
inoculation was higher than the one of AtMYB30. 
These data could be explained by the positive 
regulation of AtMYB96 by AtMYB30. In the 
opposite, we showed that AtMYB96 plays a 
negative role in the control of AtMYB30 
expression. Indeed AtMYB30 transcripts were 
decreased in untreated or challenged AtMYB96ox 
line and increased in untreated or challenged 
AtMYB96ko line. This is corroborated by transient 
expression assays where AtMYB96 behaves as a 
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repressor of AtMYB30p and a repressor of 
AtMYB30p activation mediated by BZR1. So 
AtMYB96 is involved in a negative feedback 
controlling AtMYB30 expression level. This is 
similar to another example of positive and negative 
feedback controls observed for WRKY17 (which 
activates WRKY11 expression), and WRKY11 
(which represses WRKY17 expression) (Journot-
Catalino et al., 2006). The negative regulation of 
AtMYB30 expression by AtMYB96 could play a 
role in preventing the spread of cell death 
throughout the leaf. In favour of this hypothesis, 
AtMYB96 is not only induced at the inoculation 
site as AtMYB30, but also in the adjacent zone, 
where it might repress AtMYB30 expression and 
consequently the HR. This hypothesis suggests a 
dual role for AtMYB96 as activator and repressor 
of the hypersensitive cell death. A similar 
mechanism was described for the bHLH GL3 
involved in Arabidopsis trichome/non-trichome 
cell fate specification. A functional activating 
complex TTG1-GL3-GL1 (WD40-bHLH-MYB) 
activates trichome activator genes (GL2 and 
TTG2) and single MYB repressor genes (CPC and 
ETC1) in the cell chosen to be a trichome. CPC 
and ETC1 then move into the neighboring cells 
where they, together with locally expressed 
repressors, compete with GL1 for binding to GL3, 
forming an inactivating complex, TTG1-GL3-
CPC/ETC1. This inactivating complex disrupts the 
function of the activating complex. This is why 
GL2 and TTG2 are not activated and the trichome 
cell fate is not triggered (Zhao et al., 2008). 
Protein environment of the AtMYB96 complex 
might regulate its role in the control of 
hypersensitive cell death by modifying the target 
genes activated by the transcriptional complex.   
Recently, the hypothesis that a 
transcription network comprising a hierarchy of 
MYB transcription factors involved in regulation 
of secondary wall biosynthesis has been proposed 
(Zhong et al., 2008). In this network, SND1 acts as 
a master switch because it is able to activate the 
entire developmental program of secondary wall 
biosynthesis (Zhong et al., 2006). MYB46, a 
direct target of SND1, apparently also functions as 
a key regulator albeit at another level since it is 
also capable of activating another MYB 
transcription factor for the regulation of secondary 
wall biosynthetic program (Zhong et al., 2007). 
SND1 exerts its functions through activation of 
several direct target genes in the transcriptional 
cascade leading to secondary wall biosynthesis. 
Since AtMYB30 and AtMYB96 are co-regulated 
between 1 and 2 hours post inoculation, a similar 
cascade could be envisaged for the control of 
hypersensitive cell death. AtMYB30 could be a 
master gene, which activates AtMYB96 and maybe 
other unknown transcription factors which in turn 
regulate AtMYB30 expression.  
 
AtMYB30 and AtMYB96: distinct, common or 
synergistic target genes? 
AtMYB30 and AtMYB96 collaborate 
positively in the control of the hypersensitive cell 
death, probably through the physical interaction 
existing between the two TFs. What impact could 
have this interaction in terms of activation of 
target genes? We previously identified VLCFA 
biosynthesis related genes as the main putative 
targets of AtMYB30 (Raffaele et al., 2008). 
Concerning target genes of AtMYB96, Seo and 
collaborators have shown that AtMYB96 regulates 
positively AIA and ABA signalling related genes 
during drought stress, but no evidence was 
provided for  these genes being direct targets of 
AtMYB96 (Seo et al., 2009). The capacity of 
AtMYB96 to directly activate AtMYB30 target 
genes has been tested, both by transient activation 
assays in N. benthamiana, and in AtMYB30 
AtMYB96 transgenic lines, and revealed complex 
patterns of expression depending on the target 
gene considered (data not shown). Several 
scenarios can be proposed for AtMYB96 target 
genes. First AtMYB30 and AtMYB96 could have 
common target genes, independently of their 
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interaction. Secondly, the interaction between 
AtMYB30 and AtMYB96 could allow them to 
bind to common promoter genes and activate their 
transcription. Thus a bHLH factor TT8 regulating 
flavonoid metabolism in Arabidopsis, directly 
interacts with two other proteins, TT2 (MYB TF) 
and TTG1 (WDR protein) and the formation of 
ternary protein complex is necessary for the 
activation of BAN promoter in plant cells. None of 
the three proteins was able to activate transcription 
of BAN alone (Baudry et al., 2004). Another 
possibility to explain the cooperative role of 
AtMYB30 and AtMYB96 in the control of the HR 
might be that they have distinct roles because of 
distinct target genes, but both work in parallel for 
the control of the HR. 
 
In summary, AtMYB30 and AtMYB96 
may be the main components of a transcriptional 
complex/network which involves positive and 
negative controls, to regulate the hypersensitive 
cell death pathway. The identification of target 
genes of AtMYB96 without a priori and those of 
the AtMYB30/AtMYB96 transcriptional complex 
will be crucial to dissect its mode of action in the 
HR regulation, and potentially in the control of 
other stress responses. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Constructs 
Primers used in this study are shown in 
Supplemental Table 1.  
Plasmids were engineered by Gateway technology 
(GW; Invitrogen) following the instructions of the 
manufacturer. PCR products flanked by the attB 
sites were recombined into the pDONR 207 vector 
(Invitrogen) via a BP reaction to create the 
corresponding entry clones with attL sites. Inserts 
cloned into the entry clones (pENTR) were 
subsequently recombined into the destination 
vectors via an LR reaction to generate the 
expression constructs.  
AtMYB30 was amplified by PCR as described 
(Froidure, 2009). AtMYB96 and BZR were 
amplified using primers AttB1-MYB96 and 
AttB2-MYB96 and AttB1-BZR and AttB2-BZR 
respectively. TAP-, HA-, CFP- and YFPv-tagged 
proteins were generated from recombination of the 
corresponding pENTR constructs with the pBin19-
P35S-GW-TAP, pBin19-P35S-GW-3HA, pBin19-
P35S-GW-CFP and pBin19-P35S-GW-YFPv 
destination vectors, respectively (YFPv for 
YFPvenus, an enhanced form of the YFP; (Nagai 
et al., 2002)).  
Promoter regions of AtMYB30 and AtMYB96 
genes (1200 and 2400 bp, respectively) were 
amplified from Arabidopsis genomic DNA using 
the following primers: AtMYB30 promoter F and 
R for AtMYB30, ATMYB96 promoter F and R for 
AtMYB96 (see Supplemental Table 1). The 
corresponding PCR fragments were cloned into 
the pDONR207 ENTRY vector by Gateway 
recombinational cloning technology using the attB 
3 attP (BP) recombination sites. Fragments 
containing promoter sequences were subsequently 
transferred into the pKGWFS7 Destination vector 
(Karimi et al., 2002) by LR cloning, resulting in 
plant expression vectors containing transcriptional 
fusions between the promoters and the GUS and 
GFP reporter genes.  
 
Fluorescence Microscopy 
The CFP and YFPv fluorescence in N. 
benthamiana leaves was analyzed with a confocal 
laser scanning microscope (TCS SP2-SE; Leica) 
using a x63 water immersion objective lens 
(numerical aperture 1.20; PL APO). CFP 
fluorescence was excited with the 458 nm ray line 
of the argon laser and recorded in one of the 
confocal channels in the 465 to 520 nm emission 
range. YFP fluorescence was excited with the 514 
nm line ray of the argon laser and detected in the 
range between 520 and 575 nm. Images were 
acquired in the sequential mode using Leica LCS 
software (version 2.61). 
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FLIM and Data Analysis 
Fluorescence lifetime of the donor was 
experimentally measured in the presence and 
absence of the acceptor. FRET efficiency (E) was 
calculated by comparing the lifetime of the donor 
in the presence (DA) or abscence (D) of the 
acceptor: E = 1 - (DA/D). Fluorescence decay 
measurements were performed using a 
multiphoton FLIM system coupled to a streak 
camera (Hamamatsu Photonics, Japan). The FLIM 
unit was composed of a streak camera 
(Streakscope C4334; Hamamatsu Photonics) 
coupled to a fast and high-sensitivity CCD camera 
(model C8800-53C; Hamamatsu) (Krishnan et al., 
2003; Biener et al., 2005). The light source was a 
mode-locked Ti: sapphire laser (Tsunami, model 
3941; Spectra-Physics), pumped by a 10-W diode 
laser (Millennia Pro; Spectra-Physics), delivering 
ultrafast femtosecond pulses with a fundamental 
frequency of 80 MHz. A pulsepicker (model 3980; 
Spectra-Physics) was used to reduce the repetition 
rate to 2 MHz. All the experiments reported in this 
work were performed at  = 800 nm, the optimal 
wavelength to excite CFP in multiphoton mode 
while minimizing the excitation of YFP (Chen et 
al., 2004). The power delivered at the entrance of 
the FLIM optics was 14 mW. All images were 
acquired with a 63x oil immersion lens (Plan Apo 
1.4 numerical aperture, IR) mounted on an 
inverted microscope (Eclipse TE2000E; Nikon) 
coupled to the FLIM system. The fluorescence 
emission was directed back out into the detection 
unit through a short-pass filter ( < 750 nm). For 
each nucleus, average fluorescence decay profile 
was calculated and lifetime was estimated by 
fitting data with a biexponential function using a 
nonlinear least squares estimation procedure with 
Origin 7.5 software (OriginLab, USA). 
Statistical comparisons between control (donor 
alone) and assay (donor + acceptor) lifetime values 
were performed using Student t-test. 
 
 
Size exclusion chromatography analysis 
Protein extracts were prepared in extraction buffer 
(50 mM Tris-HCl at pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% 
PVPP, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1% plant 
protease inhibitor cocktail [Sigma]) and 
centrifuged at 10,000g for 10 min at 4°C. Protein 
concentration in the supernatant was determined 
with the Bradford protein assay kit (Bio-Rad), 
using BSA as a standard, and proteins (1 mg) were 
subjected to size exclusion chromatography. Gel 
filtration was performed at 4°C using an AKTA-
fast protein liquid chromatography system 
(Amersham) with a HR 10/30 Superdex 200 high 
resolution column (Amersham). Column 
equilibration and chromatography were performed 
in extraction buffer.  Fractions were collected 
every 0.4 ml and analysed by immunoblot. 
 
Protein Gel Blot Analysis 
For detection of TAP- and HA-tagged proteins, 
blots were respectively incubated with rabbit PAP 
soluble complex (SIGMA) and anti-HA rat 
monoclonal (clone EF10; Roche) antibodies, linked 
to horseradish peroxidase, at a final dilution of 
1:5,000. Proteins were visualized using the 
Immobilon kit (Millipore) under standard 
conditions.  
 
Plant and Bacterial Materials 
All Arabidopsis lines used in this study 
were in the Columbia background. As a wild-type 
control, we used Col-0 (Nottingham Arabidopsis 
Stock Centre [NASC] accession number N1093). 
Plants were grown in Jiffy pots under controlled 
conditions, as previously described (Journot-
Catalino et al., 2006). The AtMYB30ko line and 
AtMYB30ox line were described before (Raffaele 
et al., 2006; Vailleau et al., 2002).The AtMYB96 
T-DNA insertion lines were derived from the 
GABI collection (GABI 431G07, GABI 120B05). 
The position of the T-DNA insertion was 
confirmed by PCR using AtMYB96 gene-specific 
primers and sequencing. To obtain AtMYB96ox 
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lines, AtMYB96ko lines were transformed 
according to Betchtold et al. (1993) with the 
construct p35S:AtMYB96-TAP. AtMYB96ox and 
AtMYB30ox lines were crossed using AtMYB30ox 
as the pollen donor. With the same procedure, 
AtMYB96ko and AtMYB30ko lines were crossed 
using AtMYB30ko as the pollen donor. F2 plants 
were screened by PCR to identify homozygous 
AtMYB96ox or AtMYB96ko plants containing the 
AtMYB30ox construct or AtMYB30 mutation 
respectively. 
For plant inoculations, leaves of 4-week-
old plants were syringe-infiltrated using the 
Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 
(AvrRpm1 or AvrPphB) strain at the indicated 
bacterial densities. In planta bacterial growth 
analysis was performed as previously described 
(Lorrain et al., 2004). Data were collected for 6 
plants from 3 independent experiments and 
subsequently submitted to a statistical analysis 
using the Student test (p-value < 0.05). 
Agrobacterium-mediated transient expression in N. 
benthamiana leaves was performed as described 
(Rivas et al., 2004).  
 
RNA Extraction and Q-RT-PCR Analysis 
Material for RNA analysis was ground in 
liquid nitrogen and total RNA was isolated using 
the Nucleospin RNA plant kit (Macherey-Nagel) 
according to the manufacturer’s recommendations. 
Reverse transcription was performed using 1.5 μg 
of total RNA. cDNA was synthesized from total 
RNA from the different transgenic lines and Col-0 
wild type plants. Expression of β-tubulin 4 was 
used as an internal control for equal cDNA 
amounts using primers β-tubulin-S1 and β-tubulin-
AS1. Real-time quantitative PCR was performed 
on a Light Cycler 480 II machine (Roche 
Diagnostics, Meylan, France), using Roche 
reagents. Primers used for Q-RT-PCR are 
described in Supplemental Table 1. Relative 
expression was calculated as the ΔCp between 
each gene and the average of internal controls 
[SAND family (At2g28390) and β-tubulin 4 
(At5g44340)]. Average ΔCp was calculated from 
3 experimental replicates and related to the value 
of each gene at time 0, which is set at 1. 
 
Fluorimetric GUS Assays 
Leaf discs were collected 36 h after 
agroinoculation and frozen in liquid nitrogen and 
stored at -80°C until processing. GUS activity was 
measured using the substrate 4-
methylumbelliferyl-β-D-glucuronide as previously 
described (Andriankaja et al., 2007). After protein 
extraction, 1 μg of total protein was used in 
replicates to measure enzymatic activities of 
individual samples.  
 
Quantification of cell death 
Cell death was quantified by monitoring the 
uptake of Evans blue (0.25%) by leaf discs from 
A. thaliana leaves, following a previously 
described protocol (Baker and Mock, 1994). 
Samples were harvested at the indicated times 
points after infiltration of Pseudomonas syringae 
pv tomato DC3000 AvrRpm1 at 2.106 cfu/mL. 
The assay was performed with 5 leaf discs (5 mm 
diameter) from each infiltrated plant. 
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3. Résultats complémentaires 
Au-delà des résultats précédemment présentés, une question majeure afin d’expliquer les modes 
d’action des deux facteurs transcriptionnels, concerne l’identification des gènes cibles d’AtMYB96. Etant 
donné les phénotypes conférés par la dérégulation d’AtMYB96, très similaires à ceux conférés par la 
dérégulation d’AtMYB30, il était concevable d’envisager un rôle d’AtMYB96 sur le contrôle 
transcriptionnel des cibles d’AtMYB30. Nous avons donc cherché à identifier parmi les cibles identifiées 
pour AtMYB30, celles qui pourraient être aussi régulées par AtMYB96, ceci, par les diverses approches 
développées antérieurement et décrites dans le chapitre 1 des Résultats.  
Des expériences de trans-activation par expression transitoire chez N. benthamiana ont permis de 
révéler parmi les cibles d’AtMYB30, des cibles préférentielles d’AtMYB96 (§3.1), ainsi que de mettre en 
évidence un effet additif de la co-expression d’AtMYB30 et d’AtMYB96 sur certains promoteurs de 
gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des VLCFA (§3.2). Cependant l’analyse des profils 
d’expression de ces gènes dans les différentes lignées transgéniques d’AtMYB96 et d’AtMYB30-AtMYB96 
(§3.3) au cours d’une interaction pathogène ne valide pas les modèles suggérés par les données obtenues 
par expression transitoire, indiquant que le contrôle transcriptionnel potentiel  des cibles d’AtMYB30 par 
AtMYB96 est plus complexe et nécessite une analyse sans a priori des cibles d’AtMYB96. Enfin, des 
données préliminaires concernant les cibles directes d’AtMYB96 par l’utilisation d’un système inductible 
sont rapportées (§3.4).  
 
 
3.1 Effet de la surexpression d’AtMYB96 sur les promoteurs des gènes 
cibles putatifs d’AtMYB30 par expression transitoire chez Nicotiana 
benthamiana 
 Des essais d’expression transitoire dans des feuilles de N. benthamiana ont précédemment permis 
de montrer qu’AtMYB30 était nécessaire à l’activation transcriptionnelle de promoteurs de plusieurs 
gènes cibles putatifs impliqués dans la voie de biosynthèse des acides gras (Raffaele et al., 2008). Ces 
essais ont été réalisés avec des constructions (Figure 60) contenant le promoteur de gènes cibles putatifs 
fusionnés à deux gènes rapporteurs (GUS et GFP), permettant la quantification de leur activation après 
leur co-expression avec une version étiquetée d’AtMYB30 (P35S:AtMYB30-TAP). Sur 18 promoteurs 
testés, 13 sont significativement activés par AtMYB30-TAP (Figure 61 A-D, lignes 1,2 ; Tableau 10), 
alors que l’activité GUS sous le contrôle des différents promoteurs en présence d’une protéine AtMYB30 
délétée soit de son domaine de trans-activation (AD) (Figure 61A-D, ligne 3), soit de son domaine MYB 
de liaison à l’ADN (MYB) (Figure 61A-D, ligne 4), est significativement diminuée en comparaison de 
celle mesurée avec la protéine non tronquée (Figure 61A-D, ligne 2). 
De la même façon que pour AtMYB30, nous avons testé l’activation de ces 18 promoteurs cibles 
putatifs par AtMYB96 et les protéines tronquées AtMYB96AD et AtMYB96MYB. Pour chacun de ces 
promoteurs, au minimum cinq répétitions biologiques indépendantes ont été réalisées. Les 13 promoteurs 
de gènes significativement activés par AtMYB30 sont également significativement activés par AtMYB96 
(Tableau 10). Afin de vérifier la spécificité du contrôle transcriptionnel de ces promoteurs par les deux 
facteurs transcriptionnels, nous avons utilisé comme témoin un autre gène MYB-R2R3, AtMYB123, 
impliqué dans la régulation de l’accumulation des proanthocyanidines au cours du développement de la 
Figure 61 : Tests de trans-activation de promoteurs de gènes relatifs au métabolisme des lipides par AtMYB30 
et AtMYB96 par essais transitoires chez des feuilles de Nicotiana benthamiana.
Mesure de l’activité GUS dans des extraits protéiques de feuilles de N. benthamiana, 1,5 jours après agroinfiltration
des constructions indiquées (pX (C), pX+AtMYB30-TAP (1), pX+AtMYB30AD-TAP (2), pX+AtMYB30MYB (3), 
pX+AtMYB96-TAP (1), pX+AtMYB96AD-TAP (2), pX+AtMYB96MYB (3), pX+AtMYB30-TAP+AtMYB96-TAP (4)). 
L’activité GUS est exprimée en valeur relative par rapport à l’activité mesurée avec la construction pKCS1+ AtMYB30. 
Au minimum, cinq répétitions biologiques indépendantes ont été réalisées. Un test statistique de Student a été réalisé
pour les données obtenues avec pX et pX+AtMYB30-TAP, ainsi que pX+AtMYB96-TAP et pX+AtMYB30-
TAP+AtMYB96-TAP. Le test est dit significatif  au seuil inférieur ou égal à 0,05(*), à 0,005(**) et à 0,0005(***).  
A. Promoteurs préférentiellement activés par AtMYB30.
B. Promoteurs préférentiellement activés par AtMYB96. 
C. Promoteurs activés par AtMYB30, AtMYB96 et AtMYB30+AtMYB96
D. Promoteurs plus fortement activés en présence d’AtMYB30 et AtMYB96
E. Promoteurs non activés quelque soit la construction infiltrée.
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graine (Nesi et al., 2001). Dans la plupart des cas, la co-expression des promoteurs des gènes cibles 
putatifs avec la protéine AtMYB123-TAP ne conduit pas à l’activation de ces promoteurs puisque l’on ne 
détecte pas d’activité GUS significativement différente de celle mesurée avec le promoteur seul (Tableau 
10), suggérant qu’AtMYB30 et AtMYB96 ont un effet spécifique sur l’activation des promoteurs testés. 
Cependant, les promoteurs des gènes FDH, CER6, CER1 et CER2like présentent des taux d’induction de 
3 à 5, suggérant une liaison non spécifique des facteurs MYB sur ces promoteurs. Il faut toutefois noter 
que les taux d’induction d’activité GUS sous contrôle des promoteurs pCER1 et pCER2-like avec 
AtMYB30 ou AtMYB96 sont très nettement supérieurs à ceux observés avec AtMYB123 (2 à 3 fois). 
Tous les promoteurs activés par AtMYB30 étant également activés pas AtMYB96, une 
comparaison des niveaux d’activation de ces promoteurs a été réalisées en vue d’identifier de potentielles 
différences quantitatives. Nous avons identifié 3 catégories de promoteurs cibles (Tableau 10): 
- des promoteurs préférentiellement activés par AtMYB30, qui conduisent à un niveau d’activité 
GUS significativement supérieur à celui mesuré pour la construction pX+AtMYB96 (Figure 61A). 
Il s’agit des promoteurs des gènes KCS1, CER6 et KCS16 (Tableau 10 A-C). 
- Des promoteurs préférentiellement activés par AtMYB96, qui conduisent à un niveau d’activité 
GUS significativement supérieur à celui mesuré pour la construction pX+AtMYB30 (Figure 61B-
Tableau10 B). Il s’agit des promoteurs GL8, CER10, HCD1 et FAR3. 
- Des promoteurs significativement activés par AtMYB30 et AtMYB96 sans différence de niveau 
d’activation (Figure 61D-Tableau 10C-D). Il s’agit des promoteurs FDH, BiFWS, KCS-like, 
CER1, CER2like et LACS3. 
Il semble donc qu’AtMYB30 et AtMYB96, dans un système d’expression transitoire en système 
hétérologue et en absence d’agent pathogène, sont capables d’activer les mêmes cibles, mais certaines 
seraient activées plus fortement par l’un ou l’autre des facteurs de transcription. 
 
 
3.2 Effet de l’expression simultanée d’AtMYB30 et AtMYB96 sur 
l’activation transcriptionnelle de promoteurs de gènes de la voie des VLCFA 
par expression transitoire chez Nicotiana benthamiana  
 Comme nous l’avons vu précédemment, AtMYB30 et AtMYB96 collaborent positivement pour le 
contrôle de la HR et interagissent dans le noyau, on peut donc supposer que la présence des 2 TF et/ou 
leur interaction physique puissent jouer un rôle dans l’activation transcriptionnelle de leurs cibles 
respectives ou communes. Pour tester cette hypothèse, nous avons analysé l’effet de la présence 
simultanée des 2 protéines sur l’activité transcriptionnelle des promoteurs par expression transitoire chez 
N. benthamiana. Au préalable, nous avons vérifié par western blot que les quantités de protéines 
AtMYB30 et AtMYB96 étaient similaires, lorsque les 2 constructions étaient introduites chez le Tabac 
(données non montrées). Les effets observés ne peuvent donc pas être attribués à une différence 
d’expression des 2 protéines dans les tissus infiltrés, mais bien à des activités différentielles.  
On distingue alors 5 classes de promoteurs (Tableau 10) : 
- Les promoteurs des gènes KCS1 et CER6 sont préférentiellement activés par AtMYB30 comme 
précédemment observé, et la présence des 2 TF ne modifie pas l’activité transcriptionnelle 
d’AtMYB30 sur ces promoteurs. En effet, le niveau d’activité GUS est similaire dans les 
Tableau 10 : Tableau présentant les taux d’activation par AtMYB30 et AtMYB96 de promoteurs de gènes 
relatifs au métabolisme des lipides lors de tests de trans-activation chez Nicotiana benthamiana.
Le taux d’activation du promoteur par AtMYB30, respectivement AtMYB96 et AtMYB30+AtMYB96 est un rapport 
calculé entre le taux de l’activité GUS des extraits protéiques de feuilles de N. agroinfiltrées par pX+AtMYB30-TAP, 
respectivement pX+AtMYB96-TAP et pX+AtMYB30-TAP+pX+AtMYB96-TAP, et le taux d’activité GUS mesuré dans 
des feuilles agroinfiltrées par pX. Au minimum, cinq répétitions biologiques indépendantes ont été réalisées. Un test 
statistique de Student a été réalisé pour les données obtenues avec pX et pX+AtMYB30, ainsi que pX+AtMYB96 et 
pX+AtMYB30+AtMYB96. Le test est dit significatif  au seuil inférieur ou égal à 0,05(*), à 0,005(**) et à 0,0005(***). 
A. Promoteurs préférentiellement activés par AtMYB30 (rouge).
B. Promoteurs préférentiellement activés par AtMYB96 (jaune). 
C. Promoteurs plus fortement activés en présence d’AtMYB30 et AtMYB96 (violet).
D. Promoteurs activés par AtMYB30, AtMYB96 et AtMYB30+AtMYB96.
E. Promoteurs non activés quelque soit la construction infiltrée (gris).
AtMYB30 AtMYB96 AtMYB30-AtMYB96 AtMYB123
pKCS1
At1G01120
pCER6
At1G68530
pGL8
At1G67730
pCER10
At3G55360
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pKCS16
At1g04220
pKCSlike
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E
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C
D
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6*** 4*** 6*** 1
36*2*5***
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1,415*27*7**
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échantillons pX+AtMYB30 (Figure 61A, ligne2) ou pX+AtMYB30+AtMYB96 (Figure 61A, 
ligne8) (Tableau 10A). 
- Les promoteurs des gènes GL8, CER10, HCD1 et FAR3 sont préférentiellement activés par 
AtMYB96 (Figure 61B, Tableau 10B). Cependant, alors qu’en présence des 2 TF l’activité 
transcriptionnelle de pGL8 ou pHCD1 est identique à celle mesurée en présence d’AtMYB96, on 
remarque que pour pCER10 et pFAR3, le niveau d’activité GUS en présence des 2 protéines est 
significativement plus faible que celui mesuré en présence d’AtMYB96 seul et même inférieur à 
celui détecté pour AtMYB30 seul, suggérant peut-être un effet négatif d’AtMYB30 sur l’activité 
transcriptionnelle d’AtMYB96 sur pCER10 et pFAR3. 
- Les promoteurs des gènes FDH, BiFWS et KCS16 dont l’activité est significativement augmentée 
en présence d’AtMYB30 et d’AtMYB96, comparée à leur activité détectée en présence de l’un 
des 2 TF (Figure 61D, Tableau 10C). AtMYB30 et AtMYB96  auraient donc un effet additif sur 
l’activité transcriptionnelle de ces 3 promoteurs. 
- Les promoteurs des gènes CER1, LACS3, CER2like et KCS-like sont activés de façon similaire 
par AtMYB30, par AtMYB96 ou par les 2 (Figure 61C, Tableau 10D). 
- Enfin les promoteurs non activés comme pTSC13-like, pDH2, pDH3, pDH4 et pCER2 quelque 
soit le facteur de transcription utilisé (Figure 61E, Tableau 10E).  
L’effet de l’expression simultanée d’AtMYB30 et AtMYB96 peut donc être nul, l’activation 
transcriptionnelle des cibles de l’un des TF n’étant pas modifiée par la présence des deux, ou peut être 
additif. Ce dernier cas serait en accord avec l’effet additif de l’expression des deux TF observé au niveau 
du phénotype HR et de la résistance. Enfin, un effet négatif peut être observé d’AtMYB30 sur des cibles 
identifiées ici comme préférentielles d’AtMYB96. Plusieurs hypothèses peuvent être envisagées pour 
expliquer ces effets que l’on abordera dans la discussion. 
 
 
 3.3 Effet de la surexpression d’AtMYB96 et d’AtMYB30 sur les cibles 
putatives des deux TF au cours d’une interaction incompatible chez 
Arabidopsis thaliana 
Les tests de transactivation chez N. benthamiana précédemment rapportés ont suggéré 
qu’AtMYB30 et AtMYB96 pourraient partager des cibles communes, et/ou établir des interactions 
complexes pour l’activation de ces cibles. Cependant ces expériences ont été réalisées dans un système 
hétérologue et en absence d’interaction pathogène, c’est pourquoi il est nécessaire de vérifier ces données 
dans le contexte biologique Arabidopsis thaliana / Pseudomonas syringae pv. tomato. Pour cela, nous 
avons comparé par Q-RT-PCR dans 5 expériences indépendantes, les niveaux d’expression de 6 des gènes 
cibles putatifs identifiés par analyse transcriptomique (Raffaele et al., 2008) et testés par expression 
transitoire (KCS1, CER10, CER2, HCD1, GL8 et FDH)  (Figure 61), dans les différentes lignées 
d’Arabidopsis dérégulées pour AtMYB30, pour AtMYB96 et pour AtMYB30-AtMYB96,. 
Comme précédemment décrit (Raffaele et al., 2008), ces 6 gènes sont (i) induits chez le type sauvage 1 à 
2 heures après inoculation avec Pst DC3000 AvrRpm1, à l’exception de GL8 dont le pic d’expression est 
plus tardif (4hpi), (ii) surexprimés dans la lignée AtMYB30ox et (iii) régulés négativement ou induit de 
façon similaire au sauvage dans la lignée AtMYB30ko (Figure 62, colonne de gauche). Ces profils 
d’expression suggèrent que ces gènes sont régulés par AtMYB30. 
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Au cours d’expériences similaires, le comportement de ces gènes a été observé dans les lignées 
AtMYB96ox et AtMYB96ko (Figure 62, colonne centrale).  Il apparaît que les gènes KCS1, CER10, FDH 
et CER2 sont régulés négativement de façon significative au cours de l’inoculation, dans les lignées 
AtMYB96ox, suggérant qu’AtMYB96 régulerait négativement ces gènes cibles putatifs d’AtMYB30. 
Comme attendu, l’expression de KCS1 est significativement augmentée chez AtMYB96ko confirmant 
l’hypothèse d’une répression par AtMYB96. Cependant, l’expression des gènes CER10, FDH et CER2 est 
diminuée dans la lignée AtMYB96ko, comme dans le cas des lignées AtMYB96ox.  
Les gènes GL8 et HCD1 sont quant à eux surexprimés dans les lignées AtMYB96ox en réponse à 
l’infection. En effet, on observe un pic d’expression plus précoce et plus fort du gène GL8 dans les lignées 
AtMYB96ox et une accumulation du transcrit plus faible dans la lignée AtMYB96ko. De même 
l’expression de HCD1 est significativement augmentée dans la lignée AtMYB96ox en comparaison avec le 
niveau d’expression mesuré dans le type sauvage et son expression est significativement réprimée dans la 
lignée AtMYB96ko à l’exception du point 2 heures qui n’est pas significativement différent. Ces gènes 
semblent donc être activés par AtMYB30 et par AtMYB96. De plus ils sont plus fortement induits dans la 
lignée AtMYB96ox que dans la lignée AtMYB30ox. 
L’ensemble de ces résultats indiquent donc l’existence de deux classes de gènes (i) des gènes réprimés 
suite à la surexpression d’AtMYB96 et (ii) des gènes induits par la surexpression d’AtMYB96. Ces 
résultats ne semblent pas en totale adéquation avec les résultats obtenus par expression transitoire. En 
effet, alors que GL8 et HCD1 avaient été identifiés comme des cibles préférentielles d’AtMYB96, 
résultats confirmés sur Arabidopsis, en revanche les promoteurs pKCS1, pCER10 et pFDH sont montrés 
comme significativement réprimés par AtMYB96 dans les lignées transgéniques d’Arabidopsis. Ces 
derniers résultats sont en opposition avec les profils obtenus par expression transitoire. 
 
Les phénotypes « mort cellulaire » et « résistance » étant plus forts dans les lignées doubles 
AtMYB30ox AtMYB96ox, on peut supposer que les 2 facteurs transcriptionnels collaborent ensemble pour 
l’activation de certains gènes cibles. Par ailleurs, les essais de transactivation chez N. benthamiana ont 
montré que les promoteurs des gènes FDH, BiFWS et KCS16 étaient plus fortement activés en présence 
des 2 facteurs de transcription. C’est pourquoi une analyse des profils d’expression dans les doubles 
lignées AtMYB30ox AtMYB96ox et AtMYB30ko AtMYB96ko a été réalisée par Q-RT-PCR sur 5 
expériences indépendantes (2 expériences seulement pour AtMYB30ox AtMYB96ox, ces lignées ayant été 
obtenues plus tardivement) (Figure 62, colonne de droite). Il s’agit donc ici de données préliminaires qui 
devront être confirmées.  
Sur les 6 gènes testés, tous sont régulés négativement de façon significative dans les lignées AtMYB30ko 
AtMYB96ko.  Cependant, seuls les gènes FDH, CER2 et HCD1 sont significativement plus induits dans 
les lignées AtMYB30ox AtMYB96ox. Les gènes KCS1, CER10 et GL8 sont soit surexprimés, soit induits 
de la même façon que le type sauvage 1h à 2h après inoculation chez AtMYB30ox AtMYB96ox, puis sont 
significativement réprimés par rapport au type sauvage.  
L’ensemble de ces résultats ne permet pas de définir des cibles préférentielles de l’un ou/et l’autre des 
facteurs transcriptionnels. Dans notre groupe, Mickael Pata a initié l’analyse des profils de l’ensemble des 
gènes cibles d’AtMYB30 identifiés par analyse transcriptomique (Raffaele et al., 2008) dans les 
différentes lignées d’AtMYB96 et d’AtMYB30 AtMYB96. Il semble que l’on puisse identifier 4 catégories 
de gènes : 
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- les gènes KCS1, FDH, CER2, KCS3, GPAT4, ATT1, PPT1, LTP1, et LTP2 sont (i) surexprimés 
chez AtMYB30ox, (ii) régulés négativement chez AtMYB96ox et (iii) surexprimés chez 
AtMYB30ox AtMYB96ox, au moins dans les temps précoces. 
- les gènes CER10, KCS16, PAS2, et WAX2 sont (i) surexprimés chez AtMYB30ox, (ii) régulés 
négativement chez AtMYB96ox et (iii) induits mais non surexprimés chez AtMYB30ox 
AtMYB96ox. 
- le gène HCD1 est (i) surexprimé chez AtMYB30ox, (ii) surexprimé chez AtMYB96ox et (iii) 
surexprimé chez AtMYB30ox AtMYB96ox. 
- Le gène GL8 est (i) surexprimé chez AtMYB30ox, (ii) surexprimé chez AtMYB96ox et (iii) mais 
non surexprimé chez AtMYB30ox AtMYB96ox. 
 
 
3.4 Vers l’identification des cibles d’AtMYB96 
 Etant donné la complexité des données obtenues que ce soit par essais de transactivation dans les 
feuilles de N. benthamiana, ou dans les lignées transgéniques simples ou doubles d’Arabidopsis 
dérégulées pour AtMYB30 et AtMYB96, il apparaît maintenant important d’identifier sans a priori les 
cibles putatives d’AtMYB96, afin d’élucider son rôle putatif dans la régulation de la HR et 
potentiellement des gènes impliqués dans la biosynthèse des VLCFA. Ainsi la recherche des cibles 
directes d’AtMYB96 a été initiée par différentes approches : 
- En utilisant un système d’expression inductible, comme cela avait été entrepris pour 
l’identification des cibles directes d’AtMYB30 (Chapitre 1). 
- Par ChIP Seq (Mickael Pata, travaux en cours). 
 Nous avons donc généré par clonage gateway® une construction contenant AtMYB96 fusionné au 
récepteur glucocorticoïde du rat introduit en C-terminal, et sous le contrôle du promoteur constitutif 35S. 
Cette construction a été introduite dans 2 vecteurs d’expression différents (utilisés également pour 
AtMYB30), (i) pAMpAT-35S :FLAG-AtMYB96-RGRBG et (ii) pBin-35S :3HA-AtMYB96-RGRBD. Ces 
vecteurs ont été ensuite introduits via Agrobacterium tumefasciens dans les lignées AtMYB96ko 
d’Arabidopsis. Le criblage de ces lignées a été réalisées de la même façon que décrit dans le chapitre 1 et 
a mené à l’obtention de 3 lignées homozygotes FLAG-AtMYB96-RGRBD et 5 lignées homozygotes 3HA-
AtMYB96-RGRBD actuellement en génération T3. Les analyses des ces lignées sont maintenant en cours. 
Parallèlement à la génération de l’ensemble des lignées transgéniques, des tests d’expression transitoire 
des constructions utilisées pour générer les lignées stables, et de leur induction par le DEX, ont été menés 
au préalable dans le Tabac. L’objectif de ces expériences est de suivre par Q-RT-PCR chez N. 
benthamiana la présence de transcrits des gènes homologues d’Arabidopsis en présence de l’inducteur 
DEX et/ou de l’inhibiteur traductionnel CHX afin de déterminer si ces gènes sont des cibles directes ou 
non d’AtMYB30 et d’AtMYB96.  
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4. Discussion et perspectives 
4.1 De la fragilité des données obtenues par essai transitoire en système 
hétérologue ! 
 Comme AtMYB30 et AtMYB96 collaborent ensemble pour contrôler la mise en place de la HR 
chez Arabidopsis, une hypothèse consistaient à penser qu’AtMYB30 et AtMYB96 pouvaient avoir un 
certain nombre de cibles en commun et contrôleraient ainsi une même voie de régulation de la HR. C’est 
pourquoi nous avons réalisé une analyse a priori des cibles d’AtMYB96 en considérant celles identifiées 
préalablement pour AtMYB30. Les résultats obtenus par expression transitoire chez Nicotiana 
benthamiana valident ce modèle, alors que les profils d’expression de ces gènes au cours d’une 
interaction incompatible dans les différentes lignées d’AtMYB96 et d’AtMYB30-AtMYB96 ne sont pas 
corrélés aux résultats obtenus par expression transitoire.  
(i) Pour expliquer cela, nous pouvons supposer que comme les données d’expression transitoire ont été 
obtenues en système hétérologue, d’autres protéines du Tabac sont recrutées pour l’activation des 
promoteurs, résultant en une activation non spécifique des promoteurs testés. Cependant les niveaux 
d’induction des promoteurs seuls sont faibles, nous renseignant sur leur capacité (faible) à recruter 
d’autres TF du Tabac. Toutefois, afin de s’affranchir de ce problème, nous avons initié des essais de trans-
activation par expression transitoire chez le mutant d’Arabidopsis efr, affecté dans le récepteur-like kinase 
EFR (EF-Tu receptor) requis pour la perception du PAMP EF-Tu chez Arabidopsis (Zipfel et al., 2006). 
Ce mutant présente une augmentation de sa sensibilité à Agrobacterium tumefaciens puisqu’il ne dispose 
plus du système de perception de EF-Tu, permettant ainsi une meilleure efficacité de transformation, 
comme N. benthamiana qui ne possède pas ce système de perception (Zipfel et al., 2006). Cependant, 
l’efficacité de l’agrotransfection dans les mutants efr reste faible, les protéines AtMYB30 et AtMYB96 
s’exprimant mal dans ce système, ne permettant pas de réaliser des essais de trans-activation de 
promoteurs. L’adaptation d’une nouvelle technique de transformation transitoire de plantules 
d’Arabidopsis (Marion et al., 2008) est en cours dans l’équipe ce qui permettra de valider ces essais dans 
un système homologue.   
(ii) Par ailleurs, une différence majeure dans nos essais transitoires dans N. benthamiana et le suivi 
d’expression des cibles putatives dans les lignées transgéniques AtMYB30-AtMYB96 d’Arabidopsis, est 
l’absence d’agent pathogène dans les essais chez le Tabac. Nous avons donc envisagé de mener ces essais 
en présence d’agent pathogène. En effet, plusieurs systèmes d’interaction avec des agents pathogènes ont 
pu être testés par le biais d’Agrobacterium en réalisant la co-expression transitoire des protéines R et avr 
chez N. benthamiana. C’est le cas des pathosystèmes AvrPto/Pto (Bogdanove and Martin, 2000), AvrRpt2 
(Mudgett and Staskawicz, 1999), Cf-9/Avr9 (Rivas et al., 2002b) et Cf-4/Avr4 (Rivas et al., 2002a). Dans 
tous les cas, une HR est observée après la co-expression transitoire via Agrobacterium des protéines R et 
de leurs facteurs d’avirulence respectifs. La co-infiltration des agrobactéries exprimant AvrRpt2 avec les 
constructions soit p35S:AtMYB30-TAP, soit  p35S:AtMYB96-TAP induit une HR plus forte qui apparaît 
plus précocement que dans le cas de la co-infiltration avec la construction témoin p35S:GUS-TAP ce qui 
valide la fonctionnalité d’AtMYB30 et AtMYB96 chez le Tabac comme régulateur positif de la HR 
(Froidure et al., 2009); Rivas, communication personnelle). Par la suite, des plantes de N. benthamiana 
ont été infiltrées conjointement par des agrobactéries exprimant AvrRpt2 et soit pKCS1 seul, soit 
p35S:AtMYB30-TAP et pKCS1, afin de réaliser les tests de trans-activation. Cependant aucune activité 
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GUS n’a pu être détectée quelque soit la construction infiltrée, et la protéine AtMYB30 n’est pas détectée 
par western blot, suggérant que la mort cellulaire précoce et intense en présence d’une surexpression 
d’AtMYB30 est un obstacle certain à la mise au moins d’un tel système expérimental. Dans cet objectif, il 
faudra tester différentes conditions (temps, pathosystème, quantité d’agrobactéries, etc). 
(iii) Au-delà des deux possibilités déjà formulées pour expliquer la distorsion entre les résultats acquis par 
expression transitoire et ceux acquis dans les lignées transgéniques, il est aussi envisageable que le 
système d’expression transitoire impliquant simultanément la surexpression forte du facteur 
transcriptionnel et de cibles putatives contenant des séquences MBS (MYB Binding Sites), génère des 
faux-positifs. En effet, des promoteurs pourraient être activés par les TF considérés seulement du fait de la 
présence en excès de TF et de séquences cibles, ces interactions n’étant pas spécifiques et non reproduites 
in vivo. C’est pourquoi des analyses dans les lignées transgéniques, dans des lignées inductibles (en cours 
d’analyse) et des expériences de ChIp sont nécessaires. 
Les données acquises sur les lignées transgéniques doivent être considérées comme solides, c’est 
pourquoi nous avons privilégié cette approche. Elles indiquent qu’AtMYB96 et AtMYB30 ont dans la 
plupart des cas, des modes d’action différents sur les cibles putatives considérées. 
 
 
4.2 AtMYB96 régule négativement plusieurs cibles putatives d’AtMYB30 
 Au cours d’une interaction incompatible, tous les gènes cibles putatifs d’AtMYB30, à l’exception 
de GL8 et HCD1, sont régulés négativement dans les lignées AtMYB96ox. Plusieurs interprétations 
peuvent expliquer cette répression par AtMYB96 : compétition, répression, complexe protéique 
répresseur. 
 
4.2.1 Un encombrement par  AtMYB96 du promoteur des gènes cibles d’AtMYB30 ? 
La première hypothèse que l’on peut envisager pour expliquer la régulation négative par 
AtMYB96 de gènes cible d’AtMYB30, est l’encombrement du promoteur de ces gènes par AtMYB96 
empêchant ainsi l’activation par AtMYB30 et entraînant une diminution de l’activation de ces gènes dans 
les lignées AtMYB96ox en comparaison à celle du type sauvage. Les séquences protéiques d’AtMYB30 et 
d’AtMYB96 sont très conservées au niveau du domaine de liaison à l’ADN, suggérant que ces 2 TF 
peuvent se lier aux mêmes éléments cis. Une telle compétition entre 2 TF a été mise en évidence par co-
immunoprécipitation de chromatine (ChIP) (Shkolnik and Bar-Zvi, 2008). En effet des plantes 
d’Arabidopsis surexprimant le TF ASR1 (abscisic acid stress ripening) de la Tomate présentent le même 
phénotype que le mutant abi4 (abscisic acid-insensitive 4), et une diminution drastique de l’expression du 
gène ABI4 et des gènes régulés par ABI4 (Shkolnik and Bar-Zvi, 2008). Or comme le TF ABI4, des 
expériences de ChIP ont montré qu’ASR1 est capable de se lier in vivo à l’élément cis CE1 (coupling 
element 1) présent sur le promoteur du gène ABI4. Il semble donc que le phénotype abi4 des plantes 
ASR1ox est le résultat de la compétition entre le TF « étranger » ASR1 et le TF endogène ABI4 sur des 
séquences promotrices spécifiques (Shkolnik and Bar-Zvi, 2008). Un tel mécanisme de compétition peut 
être envisageable pour AtMYB30 et AtMYB96, d’autant plus qu’il a également été envisagé pour 
expliquer les rôles opposés de 2 facteurs MYB WEREWOLF et CAPRICE impliqués dans la 
différenciation cellulaire (Lee and Schiefelbein, 1999). Des expériences de ChIP, initiées au laboratoire 
par Mickaël Pata, pourront permettre de conclure sur cette hypothèse. 
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4.2.2 AtMYB96 répresseur des cibles d’AtMYB30 ? 
AtMYB96 pourrait également avoir un rôle de répresseur direct sur les cibles d’AtMYB30. Bien 
que la plupart des protéines MYB soient décrites comme des activateurs transcriptionnels, comme nous 
l’avons vu ci-dessus, certains gènes MYB sont des répresseurs et un bon nombre d’entre eux possède un 
double rôle d’activateur et de répresseur. Par exemple, C-Myb possède un domaine de régulation négative 
ou DRN placé en C-terminal du domaine de transactivation. Son action se traduit par une inhibition de 
l’activation de gènes (Sakura et al., 1989). Il faut noter qu’aucun facteur MYB végétal ne possède de tels 
domaines. Néanmoins, les gènes amMyb305 d’anthirrhium et son orthologue chez Arabidopsis AtMYB4 
régulent l’accumulation d’esters protecteurs d’UV en réprimant le gène codant une enzyme clé, la 
cinnamate-4-hydrolase (C4H) (Jin et al., 2000). 
 
4.2.3 Compétition entre formation du complexe AtMYB30-AtMYB96 et activation de 
cibles ? 
De plus, AtMYB30 et AtMYB96 interagissent entre eux. Bien que nous ne connaissions pas avec 
précision les domaines  d’interaction entre les 2 protéines, il est connu que les facteurs MYB interagissent 
avec d’autres MYB ou d’autres protéines par l’intermédiaire de leur domaine MYB de liaison à l’ADN 
(Grotewold et al., 2000; Quattrocchio et al., 2006; Wang et al., 2008b; Zimmermann et al., 2004). On 
peut donc envisager que la formation du complexe AtMYB30-AtMYB96 impliquant leurs domaines 
MYB, neutralise l’un ou l’autre des TF pour une liaison à des promoteurs cibles. Cette interprétation 
pourrait expliquer les données obtenues par expression transitoire qui montrent que l’activation des 
promoteurs des gènes CER10 et FAR3 est plus faible en présence des 2 protéines que celle mesurée en 
présence d’AtMYB96 seul. Dans ce cas, l’interaction physique d’AtMYB30 avec AtMYB96 limiterait la 
fixation d’AtMYB96 sur sa cible. Afin de vérifier cette hypothèse, des expériences de trans-activation 
d’AtMYB30 co-infiltrée avec les différentes formes tronquées d’AtMYB96 (et vice versa) permettront de 
mieux connaître le mode de fonctionnement de complexe transcriptionnel AtMYB30-AtMYB96 lors de 
l’activation transcriptionelle de ces gènes cibles. 
 
4.2.4 AtMYB96-AtMYB30 : complexe transcriptionnel activateur ou répresseur ?  
Enfin, de nombreux TF peuvent fonctionner comme des activateurs ou des répresseurs selon leur 
interaction avec des co-activateurs ou des co-représseurs (Wang et al., 2007; Zhao et al., 2008). En effet, 
AtMYB96 semble avoir un rôle d’activateur sur les gènes GL8 et HCD1 qui font partie du complexe 
élongase conduisant à la synthèse de VLCFA (Beaudoin et al., 2009; Denic and Weissman, 2007), comme 
aussi démontré par expression transitoire. Cependant, AtMYB96 joue également le rôle de répresseur sur 
l’ensemble des autres gènes cibles d’AtMYB30 au cours d’une interaction incompatible comme démontré 
dans les lignées transgéniques AtMYB96ox. Ce résultat, contradictoire avec l’activation observée par 
expression transitoire, peut être expliqué par l’absence chez le Tabac d’un co-répresseur interagissant avec 
AtMYB96 qui serait induit uniquement suite à une infection avec un agent pathogène.  
A l’inverse lorsque l’on surexprime AtMYB30 et AtMYB96, les gènes HCD1, FDH, CER2, 
KCS3, GPAT4, ATT1, PPT1, LTP1, et LTP2 sont surexprimés, suggérant que le complexe AtMYB30-
AtMYB96 est un complexe transcriptionnel activateur, expliquant ainsi le rôle additif d’AtMYB30 et 
AtMYB96 dans le contrôle de la mort cellulaire hypersensible. Les gènes KCS1, CER10 et GL8 
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présentent un profil en 2 temps (i) une induction de l’expression de ces gènes similaire ou plus forte que le 
sauvage dans les temps précoces de l’infection, (ii) puis une répression significative 2 à 4 heures après 
inoculation. Le complexe AtMYB30-AtMYB96 serait donc activateur permettant ainsi l’activation de 
gènes cibles nécessaires à la mise en place de la HR, puis serait répresseur afin de limiter l’activation des 
gènes menant à la HR et permettant ainsi sa limitation dans le temps. Un mécanisme similaire a été mis en 
évidence dans la régulation de la transition florale et la mise en place des organes floraux. En effet, le 
facteur de transcription APETALA 1 (AP1), appartenant à la classe des MADS protéines, régule 
positivement les gènes d’identité florale comme AGAMOUS (AG) dans les premières étapes de la 
détermination méristématique, et régule négativement ce même gène dans les phases tardives de 
détermination de l’identité des organes floraux par association avec différents co-facteurs (Sridhar et al., 
2006). AtMYB30 et AtMYB96 pourraient donc activer très rapidement l’expression d’un co-répresseur 
qui, s’accumulant dans le noyau, interagirait avec le complexe AtMYB30-AtMYB96 le rendant ainsi 
répresseur.  
 
4.2.5 Régulation négative de gènes cibles d’AtMYB30 par AtMYB96 via un rôle de 
répresseur d’AtMYB30 ? 
Il est surprenant qu’un grand nombre de gènes cibles d’AtMYB30 soit réprimés alors 
qu’AtMYB96 est un régulateur positif de la HR tout comme AtMYB30. Cette répression peut s’expliquer 
par le fait qu’AtMYB96 réprime de façon directe ou non l’activation du promoteur d’AtMYB30. La 
répression des gènes cibles d’AtMYB30 observée dans les lignées AtMYB96ox serait indirecte et due au 
rétrocontrôle négatif exercé par AtMYB96 sur AtMYB30, et ce, afin de limiter l’activation de gènes 
conduisant à une mort cellulaire non appropriée. Pour déterminer le rôle de la régulation croisée 
d’AtMYB30 et d’AtMYB96 dans le contrôle transcriptionnel de leurs gènes cibles, nous avons généré des 
lignées surexprimant AtMYB30 dans un fond génétique AtMYB96ko et vice versa. Ces lignées sont 
actuellement en génération T3. L’analyse des profils d’expression des gènes cibles nous permettront de 
mieux décortiquer le rôle de l’interaction génétique entre AtMYB30 et AtMYB96 sur le contrôle 
transcriptionnel des cibles. 
 
 
Cette analyse avec a priori n’a pas permis d’identifier des cibles communes et régulées de la 
même manière par AtMYB30 et AtMYB96, à l’exception de GL8 et HCD1. Ceci suggère qu’AtMYB30 
et AtMYB96 activent des voies de signalisation différentes mais interconnectées, puisqu’un effet additif 
de la surexpression des 2 facteurs de transcription a été montré sur la HR. On peut également supposer 
qu’il existe des cibles spécifiques du complexe AtMYB30-AtMYB96 que l’on ne peut appréhender avec 
une analyse des simples lignées AtMYB30 ou AtMYB96. Au regard de ces analyse, il semble impératif 
d’identifier les gènes cibles d’AtMYB96 sans a priori, ainsi que celles du complexe transcriptionnel 
AtMYB30-AtMYB96. Pour cela, Mickaël Pata développe dans notre groupe, en collaboration avec la 
plateforme génomique de Toulouse, des expériences de ChIP-seq (Luo et al., 2009; Massie and Mills, 
2008). Cela  consiste à combiner une immunoprécipitation de chromatine à partir de plantes surexprimant 
AtMYB96 en condition d’inoculation, avec du séquençage haut débit afin de déterminer sans a priori les 
promoteurs sur lesquels se fixe la protéine AtMYB96 portant une étiquette TAP. 
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Les facteurs de transcription agissent souvent en complexe et les facteurs MYB 
n’échappent pas à cette règle. Nous avons montré ici qu’AtMYB30 est co-régulé et interagit 
lors d’une interaction avec un agent pathogène avec un autre facteur de transcription de type 
MYB, AtMYB96. Tout comme AtMYB30, AtMYB96 est un régulateur positif de la mort 
cellulaire hypersensible. De plus, par des approches génétiques, nous avons montré que ces 2 
TF collaborent ensemble pour le contrôle de la HR. La formation du complexe de 
transcription AtMYB30-AtMYB96, ainsi que la régulation croisée d’AtMYB30 et d’AtMYB96 
au niveau transcriptionnel, semblent toutes deux jouer un rôle important dans la régulation 
des gènes cibles. Néanmoins une analyse avec a priori des cibles d’AtMYB96 n’a pas permis 
de définir clairement le rôle d’AtMYB96 dans le contrôle transcriptionnel des cibles 
d’AtMYB30 qui de façon surprenante sont réprimées par AtMYB96. Des expériences de ChIP-
Seq pourront prochainement nous renseigner sur les cibles d’AtMYB96 et définir son rôle 
avec précision.   
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Figure 63 : Profil d’expression de gènes associés au métabolisme des sphingolipides en réponse à Xcc147
ou Pst DC3000 AvrRpm1. (Légende page 140)
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Chapitre III : Vers l’identification du (ou 
des) signal (aux) de nature lipidique généré(s) 
par l’action d’AtMYB30  
  
 
 
1. Introduction 
AtMYB30 active les gènes de la voie de biosynthèse des VLCFA pour le contrôle de la mort 
cellulaire hypersensible. Par ailleurs, une analyse génétique a permis de montrer que le phénotype « HR 
accélérée/intensifiée » conféré par la surexpression d’AtMYB30 est dépendant de la présence des acides 
gras (AG) essentiels à la synthèse des VLCFA. En effet, la mutation fatb-ko, affectant un gène codant 
pour une acyl-ACP thioesterase et responsable de l’export des acides gras C16 et C18 du chloroplaste vers 
le réticulum endoplasmique, est capable d’abolir le phénotype d’AtMYB30ox. La voie des VLCFA semble 
donc être requise pour la mise en place du phénotype induit par la surexpression d’AtMYB30. L’étude du 
rôle d’AtMYB30 et de la voie des VLCFA dans la régulation du programme de mort cellulaire 
hypersensible constitue la suite logique de l’étude de ce facteur de transcription. 
Nous pouvons en effet formuler 2 hypothèses (au moins) concernant le devenir des VLCFA produits via 
l’action positive du régulateur AtMYB30 sur leur voie de biosynthèse, au cours d’une interaction 
incompatible : 
- soit les VLCFA produits sont intégrés à des composés épicuticulaires afin de moduler la 
résistance et la mort cellulaire 
- soit les VLCFA produits sont incorporés à des sphingolipides complexes utilisés pour générer un 
signal de mort cellulaire, à l’image du rôle des céramides dans le contrôle de la mort cellulaire 
chez les animaux (Taha et al., 2006a), ou pour enrichir les « rafts » lipidiques impliqués dans la 
signalisation cellulaire. 
Naturellement, on ne peut exclure que les deux hypothèses formulées soient toutes deux correctes. De 
même, d’autres possibilités impliquant notamment l’effet d’un déséquilibre dans les taux d’acides gras 
suite à la dérégulation d’AtMYB30 et à son contrôle ciblé sur la voie des VLCFA, sur les autres voies du 
métabolisme lipidique, peuvent être envisagées. Cependant, plusieurs données, explicitées dans le chapitre 
1 des résultats, nous amènent à privilégier la seconde hypothèse. Premièrement, bien qu’AtMYB30 
contrôle également l’activation de gènes associés à la biosynthèse des cires (CER2, WAX2, PPT1, ATT1 et 
GPAT4), sa dérégulation ne semble pas avoir de répercutions majeures sur le taux et la composition des 
cires épicuticulaires. Deuxièmement, seule la fraction sphingolipidique (et non la fraction totale) est 
significativement enrichie en VLCFA dans les lignées AtMYB30ox, et cet effet est amplifié lors d’une 
inoculation avec la souche avirulente Pst DC3000/AvrRpm1. Ceci suggère donc qu’AtMYB30 activerait 
la synthèse des VLCFA, par la suite incorporés dans les sphingolipides pour le contrôle de la mort 
cellulaire hypersensible.  
 
CerK(At5g51290)
IPCS(At2g37940)
Expériences Q-RT-PCR 
Pst DC3000 AvrRpm1
Expériences Affymetrix
Xcc147
Fa
ct
eu
r d
’in
du
ct
io
n
Fa
ct
eu
r d
’in
du
ct
io
n
Figure 63 : Profil d’expression de gènes associés au métabolisme des sphingolipides en réponse à Xcc147
ou Pst DC3000 AvrRpm1.
La colonne de gauche présente les profils générés par analyse transcriptomique (Raffaele et al., 2008) au cours 
d’une inoculation avec Xcc147 à 5.107 UFC/mL de plantes sauvages (Ws-4, vert) et de plantes AtMYB30ox (même 
fond génétique, rouge). La colonne de droite montre les profils obtenus par Q-RT-PCR sur 2 expériences 
indépendantes chez des plantes sauvages (vert), des plantes AtMYB30ox (rouge) et des plantes AtMYB30ko (violet) 
dans un fond génétique Col-0, inoculées avec Pst DC3000 AvrRpm1 à 5.107 UFC/mL.
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L’objectif du travail rapporté dans ce chapitre est de tester ces hypothèses  
- par l’analyse de l’expression des gènes appartenant à la voie des sphingolipides. 
- par une approche génétique afin d’identifier les voies du métabolisme lipidique clé nécessaires à 
l’action d’AtMYB30 sur la mise en place de la HR.  
- par une approche lipidomique pour rechercher plus précisément les molécules signal nécessaires à 
la mise en place de la HR. Cette approche est en cours de mise en place au laboratoire en 
collaboration avec le laboratoire de Biogénèse membranaire de Bordeaux, mais n’a pas encore 
donner lieu à des résultats dans le cadre de mon travail. 
 
 
2. Résultats 
2.1 Analyse de l’expression des gènes appartenant à la voie des 
sphingolipides 
Les gènes associés à l’élongation des acides gras et à la synthèse des cires ont été identifiés 
comme cibles putatives d’AtMYB30 et sont régulés positivement. Cette régulation se traduit par une 
augmentation de la quantité de VLCFA dans les plantes AtMYB30ox. Est-ce qu’AtMYB30 exerce une 
régulation spécifique de cette voie de biosynthèse ou bien a-t-il un effet sur d’autres voies du métabolisme 
des lipides ? L’expression de gènes codant des enzymes impliquées dans la synthèse d’oxylipines (DOX1, 
HPL1), de jasmonates (AOS, JMT, OPR2), des enzymes associées à la voie procaryotique du métabolisme 
des acides gras (ACC2, MOD1, FAD8, FAD3, SSI2) a été précédemment évaluée par Q-RT-PCR 
(Raffaele, 2006; Raffaele et al., 2008). La dérégulation d’AtMYB30 altère peu ou pas l’expression des 
gènes des voies de biosynthèse des AG chloroplastiques. De plus, l’approche génétique a indiqué que les 
gènes FAD6, SSI2 et ACT1 ne jouent pas un rôle majeur dans la mise en place du phénotype HR contrôlé 
par AtMYB30 (Raffaele, 2006). Donc l’ensemble des résultats déjà obtenus montrent que si les voies du 
métabolisme lipidique chloroplastique sont affectées par AtMYB30, il s’agit d’un effet indirect.  
Lors des études précédentes, les gènes impliqués dans les voies de biosynthèse des sphingolipides 
n’avaient pas été testés, ayant été que récemment identifiés. Il semble donc intéressant d’envisager 
maintenant qu’AtMYB30 puisse affecter, au delà de la voie des VLCFA et des cires, l’expression de 
gènes de cette voie récemment décryptée. Une analyse de l’expression de ces gènes permettra de tester si 
AtMYB30 affecte plus particulièrement en aval de la voie des VLCFA, (i) la voie des cires, (ii) la voie 
des sphingolipides ou (iii) les deux. Ainsi, les profils d’expression des gènes de biosynthèse des 
sphingolipides ont été analysés dans les différentes lignées AtMYB30 au cours d’une interaction 
incompatible avec 2 souches bactériennes différentes Xcc147 (échantillons issus de l’analyse 
transcriptomique) et Pst DC3000 AvrRpm1 (échantillons issus de 2 expériences indépendantes et analysés 
par RT-PCR) (Figure 63). Ces résultats sont préliminaires, ils permettent toutefois de distinguer 2 classes 
de gènes : 
- Les gènes impliqués dans la biosynthèse des LCB (LCB2, SBH1, SBH2) et les gènes LOH2, IPCS 
et CerK codant respectivement pour une céramide synthase, une IPC synthase et une céramide 
kinase, sont induits au cours de l’interaction incompatible, mais leur expression n’est pas affectée 
par la dérégulation d’AtMYB30. 
Tableau 11 : Liste des mutants utilisés pour cette étude. 
Figure 64 : Placement des mutants utilisés dans notre étude sur les voies du métabolisme des lipides.
Les mutants apparaissent en rouge.
LCB : long chain bases ; VLCFA : acide gras à très longue chaine ; SBH : sphingoïd base hydroxylase ; SPT : Sérine 
Palmitoyltransférase ; IPCS : inositolphosphorylceramide synthase ; CerK : ceramide kinase ; fbr11 : fumonisin B1 resistant ;  
acd5: accelerated cell death 5
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CerK
LCB-K
LCB-P
Hexadecanal + 
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cer10 lcb4 lcb10 
fbr11
loh1 
loh2 
loh3
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MUTANT ACCESSION FONCTION TYPE DE MUTANT
FOND 
GENETIQUE
DOUBLE MUTANT 
avec AtMYB30ox REFERENCE
cer10 At3g55360 Enoyl-CoA Reductase SALK Col-0 disponible (Zheng et al., 2005)
cer1 At1g02205 inconnue SALK Col-0 en cours (Joubès J., communication personnelle)
cer2 At4g24510 inconnue SALK Col-0 disponible (Xia et al., 1997)
lcb4 At4g36840 sous-unité de la sérine palmitoyltransférase (SPT) RNAi Col-0 en cours (Chen et al., 2006)
lcb10 At4g36840 sous-unité de la sérine palmitoyltransférase (SPT) RNAi Col-0 en cours (Chen et al., 2006)
fbr11 At4g36840 sous-unité de la sérine palmitoyltransférase (SPT)
SALK (mutant 
allèlique faible) Col-0 disponible (Teng et al., 2008)
loh1 At3g25540 Céramide Synthase SALK Col-0 disponible (Faure JD., communication personnelle)
loh2 At3g19260 Céramide Synthase SALK Col-0 en cours (Faure JD., communication personnelle)
loh3 At1g13580 Céramide Synthase SALK Col-0 disponible (Faure JD., communication personnelle)
erh At2g37940 Inositolphosphorylceramide synthase (IPCS) mutation T-DNA Col-5 ou  RPW8 en cours (Wang et al., 2008)
acd5 At5g51290 Céramide Kinase (CerK) LMM Col-0 disponible (Liang et al., 2003)
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- Les gènes impliqués dans la synthèse des céramides LOH1 et LOH3 présentent en réponse à Pst, 
un profil de gènes cibles putatifs d’AtMYB30 car ils sont induits chez le sauvage, et sur-exprimés 
(même faiblement) chez AtMYB30ox, 2 heures après inoculation. Dans la lignée  AtMYB30ko, ils 
sont soit non affectés (LOH1) soit réprimés (LOH3).  
AtMYB30 semble donc réguler les gènes LOH1 et LOH3 de la voie de biosynthèse des sphingolipides, 
tandis qu’il n’affecte pas les autres gènes testés de cette voie. Cependant certains de ces gènes sont induits 
au cours de l’infection, ce qui laisse penser que cet effet serait soit indépendant d’AtMYB30, soit indirect. 
L’analyse de mutants affectés dans ces voies et de doubles mutants générés par croisement avec 
AtMYB30ox, rapportée dans le paragraphe suivant, nous permettra de mieux définir le rôle d’AtMYB30 
dans le contrôle de ces voies.  
 
 
2.2 Identification d’étapes de la voie de biosynthèse des cires et/ou des 
sphingolipides nécessaires au phénotype conféré par la surexpression 
d’AtMYB30 
 Une stratégie de choix pour identifier les étapes des différentes voies en aval de la biosynthèse des 
VLCFA et nécessaires à la régulation de la mort cellulaire par AtMYB30, est l’analyse génétique. Dans 
cet objectif, des doubles mutants ont été générés par croisement d’AtMYB30ox avec des mutants altérés 
dans la synthèse de VLCFA, ou des dérivés des VLCFA, notamment la synthèse des cires ou des 
sphingolipides. En effet, si le phénotype du double mutant est similaire à celui d’AtMYB30ox, cela 
suggère que la mutation n’altère pas le phénotype conféré par la surexpression d’AtMYB30. A l’inverse, 
un double mutant qui présenterait un phénotype de HR accéléreé ou retardée, ou affectée dans son 
amplitude, en comparaison à celle des lignées AtMYB30ox révèlerait l’importance pour le phénotype 
d’AtMYB30ox, de l’étape dans laquelle le gène correspondant est impliqué. 
Afin de mettre en œuvre cette stratégie, des mutants ont été choisis (tableau 11, Figure 64), 
affectant des gènes des différentes voies de biosynthèse conduisant aux VLCFA (cer10), aux cires (cer1, 
cer2) et aux sphingolipides (lcb4, lcb10, fbr11-2, loh1, loh2, loh3, acd5, erh). Ces mutants ont d’abord été 
testés pour leur réponse à une infection par un agent pathogène afin de déterminer si les mutations 
correspondantes causaient une altération de cette réponse, puis les doubles mutants ont été ensuite 
phénotypés par comparaison aux simples mutants et aux lignées AtMYB30ox, afin de cibler l’analyse sur 
l’action plus spécifique d’AtMYB30.  
Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence : 
- Concernant la voie des VLCFA, le rôle de la mutation cer10 dans le contrôle de la HR régulée par la 
surexpression d’AtMYB30 (§2.2.1).  
- Pour la voie des cires, dérivées des VLCFA, celle-ci ne semble pas être impliquée dans le contrôle de la 
HR (§2.2.2). Mais de façon intéressante l’étude de la surexpresssion de CER1 a mis en évidence le rôle de 
cette enzyme dans la défense contre différents types d’agents pathogènes (§2.2.3).  
- Enfin, bien que les simples mutants affectant la synthèse des sphingolipides présentent une réponse à Pst 
altérée, seules les mutations loh1 et loh3 sont capables de moduler le phénotype HR et défense conféré 
par la surexpression d’AtMYB30, suggérant un rôle prépondérant des céramide synthases dans le contrôle 
de la mort cellulaire hypersensible médié par AtMYB30 (§2.2.4).  
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Figure 65 : La mutation cer10 altère le phénotype de mort cellulaire HR conféré par la surexpression 
d’AtMYB30 en réponse à la souche avirulente Pst DC3000/AvrRpm1.
A. Phénotype visuel du mutant cer10, du double mutant cer10 AtMYB30ox en comparaison à l’écotype 
sauvage Col-0 et à la lignée AtMYB30ox, 2 jours après une inoculation avec la souche avirulente de Pst 
DC3000/AvrRpm1 à 106 UFC/mL.
B. Expression du gène marqueur de défense PR1 chez les différents mutants en réponse à Pst 
DC3000/AvrRpm1 déterminée par Q-RT-PCR au temps 0 de l’expérrience (bleu) et 24h après inoculation 
(rouge). Les moyennes et les déviations standards ont été calculées à partir de 2 expériences indépendantes. 
Une seule expérience a été réalisée pour le double mutant cer10 AtMYB30ox.
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2.2.1 La disruption du gène CER10 affecte la HR régulée par la surexpression 
d’AtMYB30 
 Au-delà de nos travaux antérieurs et afin d’étendre l’analyse des gènes ciblés spécifiquement par 
AtMYB30 pour la régulation de la synthèse des VLCFA, nous avons choisi d’étudier le phénotype de 
mutants affectant le complexe élongase constitué de 4 enzymes : uneketoacyl-CoA synthase (KCS), 
une -ketoacyl-CoA reductase (KCR), une enoyl-CoA reductase (ECR) et une -hydroxy-CoA-
dehydratase (HCD). Un certain nombre de mutants, tels que fae1 (James, 1995), kcs1 (Todd et al., 1999), 
FDH (Pruitt et al., 2000) ou cer6 (Millar, 1999) sont connus pour affecter des gènes codant pour des 3-
Kétoacyl-CoA synthases. Cependant les KCS appartiennent à une grande famille multigénique chez 
Arabidopsis, comprenant 21 membres (Joubes, 2008). Peu d’informations sont actuellement disponibles 
sur leur spécificité de substrats, leur expression tissulaire et sur leur régulation, et il est hautement 
probable que ces KCS, pour certaines au moins, aient des rôles redondants. Par ailleurs, les mutants 
correspondant à l’ensemble des gènes n’ont pas encore été identifiés et/ou n’ont pas fait l’objet d’une 
caractérisation phénotypique. De ce fait, et en raison de la complexité de cette famille multigénique, nous 
n’avons pas ciblé l’analyse sur les KCS. 
En revanche, nous avons choisi d’étudier le mutant cer10 qui code pour une Enoyl-CoA reductase. Ce 
mutant présente un phénotype « glossy » (brillant), expliqué par une diminution du dépôt des cires 
épicuticulaires (Zheng et al., 2005). De plus, l’absence de l’activité ECR affecte la composition en 
VLCFA des triacylglycérols de la graine et la composition en VLCFA des glucosylcéramides, une classe 
abondante de sphingolipides qui sont des constituants importants de la membrane plasmique et du 
tonoplaste chez les plantes (Dunn, 2004). Par ailleurs, aucune donnée concernant son phénotype en 
réponse à des stress biotiques n’était décrite. 
Dans un premier temps, le phénotype de ce mutant a été observé en réponse à une souche 
avirulente de Pst, la souche DC3000 contenant le gène d’avirulence AvrRpm1. En réponse à une 
inoculation de cette souche bactérienne, cer10 présente des lésions de type chlorotique plus étendues alors 
que des lésions nécrotiques correspondant à la HR sont observées chez l’écotype sauvage (Figure 65A). Il 
y aurait donc une perte partielle de l’efficacité de la HR chez cer10. Cependant, le niveau d’expression du 
gène marqueur de défense PR1 ne confirme pas ce phénotype visuel. En effet, aucune différence 
significative dans le taux d’expression de PR1 n’est observée entre cer10 et Col-0 (Figure 65B). Il est 
donc difficile de conclure quant au phénotype de cer10 en réponse à Pst. Pour affiner l’étude, une analyse 
plus approfondie du phénotype devra être réalisée, notamment en analysant l’expression d’autres gènes 
marqueurs de défense, relatifs à différentes voies de signalisation conduisant à la défense, et en évaluant 
les populations bactériennes in planta chez le mutant après infection. Il est en effet tout à fait envisageable 
que sa réponse soit altérée dans d’autres voies conduisant à l’activation de la défense et que cette réponse 
soit quantitative. 
 En faveur de cette hypothèse, des données préliminaires obtenues sur les lignées issues du 
croisement cer10 AtMYB30ox, actuellement en génération F2, permettent d’apporter des éléments de 
réponse sur le rôle de ce gène dans la réponse médiée par AtMYB30. Premièrement, le double mutant 
cer10 AtMYB30ox présente le même phénotype que son parent cer10 (des lésions chlorotiques) et les 
lésions de type HR conférées par la surexpression d’AtMYB30 ne sont plus visibles (Figure 65A). En 
outre, le niveau d’expression du gène marqueur PR1 chez le double mutant cer10 AtMYB30ox est diminué 
de 5 fois en comparaison avec celui présenté par la lignée AtMYB30ox et est similaire à celui de Col-0 et 
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Figure 66 : Les mutants cer1 et cer2 présentent le même phénotype que le type sauvage en réponse à
la souche avirulente Pst DC3000/AvrRpm1.
A. Phénotype visuel des mutants cer1, cer2 et double mutant cer2 AtMYB30ox, 2 jours après inoculation 
avec la souche avirulente de Pst DC3000 AvrRpm1 à 106 UFC/mL.
B. Expression du gène marqueur de défense PR1 chez les différents mutants en réponse à Pst 
DC3000/AvrRpm1 déterminé par Q-RT-PCR au temps 0 de l’expérience (bleu) et 24h après inoculation 
(rouge). Les moyennes et les déviations standards ont été calculées à partir de 2 expériences 
indépendantes. Une seule expérience a été réalisée pour le double mutant cer2 AtMYB30ox.
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cer10 (Figure 65B). Ce résultat qui devra être confirmé par d’autres approches, montre que la mutation 
cer10 est capable d’abolir le phénotype hyper-HR et défense conféré par la surexpression d’AtMYB30. 
 En conclusion, la mutation cer10 affectant une Enoyl-CoA reductase unique chez Arabidopsis 
(Zheng et al., 2005) et appartenant au complexe élongase nécessaire à la synthèse de VLCFA, est capable 
d’abolir le phénotype « HR accélérée/intensifiée » conféré par la surexpression d’AtMYB30, confirmant 
les données antérieurement acquises grâce à l’utilisation de la mutation fatB (Raffaele et al., 2008). Ces 
résultats permettent en outre de mettre en évidence le rôle essentiel de ce complexe enzymatique et des 
molécules de VLCFA dans la mort cellulaire médiée par AtMYB30. 
 
2.2.2 La voie des cires ne semble pas jouer un rôle majeur dans le contrôle de la mort 
cellulaire par AtMYB30  
Un grand nombre de gènes affectant les voies de biosynthèse des cires ont été identifiés par 
analyse génétique via l’identification de mutants de type cer sur la base d’une altération des cires 
épicuticulaires (composition et quantités). Cependant certains mutants ne correspondent pas à des 
fonctions connues (Samuels, 2008), ce qui complique leur analyse. En collaboration avec Jérôme Joubès 
(Université Bordeaux II), 2 mutants affectés dans la synthèse des cires cer1 et cer2 ont été étudiés. Ces 
mutations affectent des gènes qui codent respectivement pour une aldéhyde décarbonylase et pour une 
protéine régulatrice de fonction inconnue (Xia et al., 1997) (Figure 64). De façon intéressante, il faut 
rappeler que CER2 avait été identifié comme gène cible putatif d’AtMYB30 par l’approche 
transcriptomique rapportée précédemment. 
Aucune donnée n’était disponible concernant la réponse de ces mutants à des agents pathogènes. 
Le phénotype de ces mutants a ainsi été observé suite à une inoculation avec la souche avirulente 
PstDC3000 AvrRpm1. Sur la Figure 66A, sont présentés les phénotypes caractéristiques obtenus sur 
différentes plantes au cours de 2 expériences biologiques indépendantes. Deux jours après l’inoculation, il 
apparaît chez les 2 mutants des lésions de type nécrotique, limitées à la zone infiltrée, comme chez le type 
sauvage Col-0. Aucune différence visuelle n’a pu être observée. Les mutants cer1 et cer2 ne seraient donc 
pas affectés dans leur réponse à une souche avirulente de Pst. Des données quantitatives, relatives à 
l’expression du gène de défense PR1, viennent confirmer ces observations. En effet, le niveau 
d’expression de PR1 dans les deux mutants, 24 heures après inoculation, et mesuré par Q-RT-PCR, est 
similaire à celui mesuré chez Col-0. Ces données préliminaires suggèrent donc que les mutations cer1 et 
cer2 n’affectent pas la mise en place et le contrôle de la HR en réponse à PstDC3000 AvrRpm1. 
Cependant ces données devront être confirmées par d’autres tests quantitatifs tels que la mesure de la 
croissance bactérienne in planta et surtout par une mesure quantitative du taux de mort cellulaire obtenu 
en réponse à l’infection (test au bleu Evans).  
Cependant, même si la disruption de ces gènes ne semble pas affecter la HR en réponse à Pst, il 
est possible que celle-ci affecte la HR régulée par la surexpression d’AtMYB30. Afin de tester cette 
possibilité, nous avons réalisé des croisements entre ces mutants et AtMYB30ox. Cependant, seul le 
croissement cer2xAtMYB30ox a été obtenu à ce jour. En effet, les mutants cer peuvent être altérés dans la 
morphogénèse florale ou dans l’hydratation du pollen, provoquant une diminution de la fertilité (Aarts et 
al., 1995; Lolle et al., 1998; Millar, 1999). Ceci peut expliquer la difficulté rencontrée pour la génération 
de ces doubles mutants. Le double mutant cer2xAtMYB30ox présente le même phénotype (lésions HR) 
que son parent AtMYB30ox en réponse à Pst DC3000 AvrRpm1 (Figure 66A), suggérant que la mutation 
du gène CER2 n’affecte pas le phénotype conféré par la surexpression d’AtMYB30. L’expression du gène 
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Figure 67 : La surexpression de CER1 provoque une sensibilité accrue à des agents pathogènes 
hémibiotrophe (Pst) et nécrotrophe (Sclerotinia sclerotiorum).
A. Profil d’expression des membres de la famille multigénique de CER1 en réponse à Xcc147, Pst DC3000 et Pst 
DC3000/AvrRpt2 déterminé par Q-RT-PCR. (CER1 (vert), CER1-like1 (bleu) et CER1-like2 (violet)) 
B-C. Phénotype visuel (B) et quantification de la croissance bactérienne in planta (C) du mutant cer1 et de la lignée 
surexpresseur CER1ox au cours d’une inoculation avec une souche virulente de Pst DC3000 à 5.105 UFC/mL au 
temps 0 de l’expérience (rouge clair) et 3 jours (rouge) après infection.
D-E. Phénotype visuel (D) et quantification de la croissance bactérienne in planta (E) du mutant cer1 et de la lignée 
surexpresseur CER1ox au cours d’une inoculation avec une souche avirulente de Pst DC3000/AvrRpt2 au temps 0 
de l’expérience (vert clair) et 3 jours (vert) après infection. L’inoculum pour le test visuel est de 5.106 UFC/mL, 
permettant de voir le déclenchement de la HR. L’inoculum pour la mesure de la croissance bactérienne est de 5.105
UFC/mL.
F-G. Phénotype visuel (F) et index de maladie (G) à 7 jours après inoculation du champignon nécrotrophe 
Sclerotinia sclerotiorum. Sha : Shahdara (écotype sensible); Rbz : Rubezhnoe-1 (écotype résistant).
Les moyennes et les déviations standards ont été calculées à partir de 3 expériences indépendantes. La 
signification statistique, d’après un test de Student et pour un P value < 0.05, est indiquée par les étoiles.
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marqueur PR1 a été mesurée dans ce double mutant en comparaison aux 2 parents (Figure 66B) 24 heures 
après inoculation avec la même souche. Le niveau d’expression de PR1 dans le double mutant est 
similaire à celui d’AtMYB30ox. La mutation cer2 affectant la voie de synthèse des cires n’affecte donc pas 
le phénotype observé dans les lignées AtMYB30ox. Ce résultat préliminaire devra être confirmé par une 
mesure quantitative de la mort cellulaire. 
Cette analyse partielle de la voie des cires ne permet pas de conclure définitivement sur le rôle de 
cette voie dans le déterminisme du phénotype conféré par la dérégulation d’AtMYB30. En effet, même si 
la mutation du gène CER2 ne permet pas d’abolir le phénotype HR d’AtMYB30ox, il peut jouer un rôle 
dans le phénotype « résistance » de celui-ci. De plus, d’autres mutants affectant d’autres voies du 
métabolisme des cires pourraient affecter le phénotype conferé par la surexpression d’AtMYB30, et 
seront donc testés. Il serait notamment intéressant de tester des mutations affectant des régulateurs de ces 
voies même s’ils sont encore peu connus, par exemple WIN1 (Kannangara et al., 2007b) ou CER7 
(Hooker, 2007). 
 
2.2.3 La surexpression du gène CER1 induit une sensibilité accrue à Pseudomonas 
syringae et à Sclerotinia sclerotiorum 
Malgré les résultats peu encourageants décrits précédemment, et dans le cadre du même travail de 
collaboration avec Jérôme Joubès (Université de Bordeaux II), nous avons cependant réalisé une analyse 
plus approfondie du gène CER1 en réponse à plusieurs types d’agents pathogènes. En effet, CER1 est 
fortement régulé en réponse à des stress abiotiques, notamment en réponse à l’ABA (Kosma et al., 2009), 
suggérant une régulation possible par les stress biotiques, étant donné le rôle majeur récemment découvert 
pour l’ABA dans la régulation de la réponse à ces stress. Par ailleurs, des lignées surexprimant CER1 
étaient disponibles, permettant d’approfondir l’analyse. 
Une analyse de l’expression des gènes de la famille de CER1 composée de 3 membres (CER1 
(At1g02205), CER1-like1 (At1g02190) et CER1-like2 (At2g37700)) a été réalisée en réponse aux agents 
pathogènes Xcc147, Pst DC3000, PstDC3000 AvrRpt2 (Figure 67A). Alors que CER1 est fortement et 
rapidement induit en réponse à une souche avirulente de Xcc et à des souches virulentes et avirulentes de 
Pst, les gènes CER1-like1 et CER1-like2 ne sont pas induits, à l’exception de CER1-like1 induit en 
réponse à la souche Pst DC3000.  
Le phénotype du mutant cer1 et de la lignée surexpresseur CER1ox a ensuite été testé en réponse 
à un agent pathogène hémibiotrophe, tel que Pseudomonas, et à un agent pathogène nécrotrophe 
Sclerotinia sclerotiorum. Des études récentes ont en effet mis en évidence le rôle de l’ABA dans la 
réponse des plantes aux agents pathogènes biotrophes ou nécrotrophes (Adie et al., 2007; de Torres-
Zabala et al., 2007; Mauch-Mani and Mauch, 2005). En réponse à Pst DC3000, à faible inoculum, 
l’apparition de chloroses est observée sur les feuilles du surexpresseur CER1ox alors que très peu de 
lésions sont observées chez le type sauvage ou le mutant cer1 (Figure 67B). De même lors d’une 
interaction de type incompatible avec PstDC3000/AvrRpt2, CER1ox présente un délai dans l’apparition de 
la HR, visible chez le mutant et le type sauvage, 2 jours après inoculation (Figure 67D). Ces observations 
suggèrent que la surexpression de CER1 provoque une sensibilité accrue à Pseudomonas syringae. La 
mesure de la croissance bactérienne chez ces mutants confirme la sensibilité accrue du surexpresseur en 
comparaison du type sauvage et du mutant (Figure 67C et E), alors qu’il n’est pas détecté de réponse 
quantitativement différente entre cer1 et Col-0. On peut supposer que l’absence de phénotype du mutant 
cer1 soit dûe à une redondance fonctionnelle. En effet, le gène CER1-like1, est lui aussi induit par Pst. 
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Figure 68 : Phénotype des mutants affectant les voies de biosynthèse des sphingolipides  en réponse 
à une souche avirulente Pst DC3000 AvrRpm1.
A. Phénotype visuel des mutants « sphingolipides » après inoculation avec une souche avirulente de Pst 
DC3000 AvrRpm1 à 5x106 UFC/mL.
B. Expression du gène marqueur de défense PR1 chez les différents mutants en réponse à Pst DC3000 
AvrRpm1 déterminée par Q-RT-PCR au temps 0 de l’expérience (bleu) et 24 heures après inoculation 
(rouge). 
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Par ailleurs, plusieurs études ont montré le rôle des cires et celle de l’ABA dans la défense à 
certains champignons nécrotrophes (Bessire et al., 2007). C’est pourquoi nous avons testé la réponse de 
CER1 à Sclerotinia sclerotiorum. Les plantes sont ainsi inoculées à l’extrémité de la feuille à l’aide d’une 
pastille contenant le mycélium du champignon, et sont placées sous serre afin de maintenir une humidité 
suffisante au développement du champignon. Le test de résistance est basé sur une évaluation semi-
quantitative de la progression du champignon selon un index de maladie pré-établi et mesuré 7 jours après 
l’inoculation (Raffaele et al., 2008). Afin d’évaluer la résistance de cer1 et CER1ox, ont été utilisés 
comme références, l’écotype sensible Shahdara (Sha) et l’écotype résistant Rubezhnoe-1 (Rbz). L’index 
de maladie révèle que cer1 est un peu plus sensible que l’écotype résistant Col-0 ou Rbz, et que CER1ox 
est significativement plus sensible que le type sauvage ou le mutant cer1, mais intermédiaire par rapport 
aux écotypes résistant (Rbz) et sensible (Sha) (Figure 67G). L’ensemble de ces résultats montre que la 
surexpression de CER1 affecte la résistance des plantes à des agents pathogènes aux modes d’infection et 
d’invasion différents. 
  
2.2.4 Un rôle important des céramide synthases dans le phénotype de mort cellulaire 
hypersensible conféré par la surexpression d’AtMYB30 
Les mutants affectant la biosynthèse des sphingolipides n’ont été identifiés que récemment 
(Raffaele et al., 2009). Afin de tester l’hypothèse du rôle des sphingolipides dans la régulation par 
AtMYB30 de la mort cellulaire hypersensible, nous avons choisi des mutants affectant chaque étape 
connue de ce métabolisme et pour lesquels nous avons pu obtenir les graines (tableau 12 et Figure 64). 
Les mutants lcb4 et lcb10 correspondent à des lignées RNAi et fbr11-2 à un mutant d’insertion. Ces 3 
mutants sont affectés dans le même gène AtLCB1 (At4g36840), une des 2 sous-unités de la sérine 
palmitoyltransférase (SPT) (Chen, 2006; Teng, 2008) (Figure 64). Ils présentent des phénotypes 
développementaux très altérés, mais ils sont viables. En effet, ils présentent un phénotype nain, et une 
gamétogénèse mâle affectée, suggérant l’implication de la SPT dans le contrôle de différents processus au 
cours du développement.  
Par ailleurs, trois céramide synthases ont été récemment identifiées (loh1, loh2 et loh3) (Faure JD, 
communication personnelle ; Markham JE, communication par affiche, 2009). Elles possèdent des 
spécificités différentes quant à leur substrat. Les LOH1 et LOH3 utiliseraient notamment les VLCFA 
comme substrats (Faure JD, communication personnelle) et pourraient donc jouer un rôle dans 
l’utilisation des VLCFA générés via l’action d’AtMYB30, tandis que la céramide synthase LOH2 
utiliserait les acides gras C16 :X et C18 :X comme substrats (Figure 64). 
Enfin, nous avons utilisé les mutants erh et acd5 qui sont les seuls à avoir été identifiés comme affectés 
dans les programmes de mort cellulaire. En effet, la mutation erh conduit à un accroissement de la 
réponse HR médiée par la protéine de résistance RPW8 chez Arabidopsis en réponse à l’infection par 
l’oïdium, notamment en modulant par son activité IPC synthase la quantité de céramides dans la plante 
(Wang, 2008). De même, acd5, un mutant « lésions spontanées », affecté dans le gène codant pour une 
céramide kinase (At5g51290), accumule des céramides, son activité céramide kinase étant perturbée, 
provoquant ainsi une PCD (Liang et al., 2003) (Figure 64). 
 
Dans un premier temps, le phénotype des simples mutants a été observé. Par ailleurs, le phénotype 
« lésions spontanées » observé sur les mutants acd5 et erh a été confirmé dans nos conditions de culture. 
Comme Greenberg et collaborateurs (Greenberg et al., 2000), une HR accélérée en réponse à Pst DC3000 
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Figure 69 : Les mutants loh1 et loh3 sont affectés dans la réponse à une souche avirulente Pst 
DC3000 AvrRpm1.
A. Phénotype visuel des mutants loh1, loh2 et loh3 après inoculation avec une souche avirulente de Pst 
DC3000/AvrRpm1 à 106 UFC/mL.
B. Mesure de la croissance bactérienne in planta des mutants loh1, loh2 et loh3 après inoculation avec une 
souche avirulente de Pst DC3000/AvrRpm1 à 5.105 UFC/mL au temps 0 de l’expérience (vert clair) et 3 jours 
(vert) après infection. Les moyennes et les déviations standards ont été calculées à partir de 6 plantes 
individuelles pour une expérience. La signification statistique, d’après un test de Student et pour un P value < 
0.05, est indiquée par les étoiles.
C. Expression du gène marqueur de défense PR1 chez les différents mutants loh en réponse à Pst 
DC3000/AvrRpm1 déterminée par Q-RT-PCR au temps 0 de l’expérience (bleu) et 24h après infection 
(rouge). Les moyennes et les déviations standards ont été calculées à partir de 2 expériences indépendantes. 
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AvrRpm1 est observée dans le mutant acd5 en comparaison avec le type sauvage Col-0 (Figure 68A), qui 
est corrélée à une augmentation de 2 fois de l’expression du gène marqueur de défense PR1, 24 heures 
après inoculation (Figure 68B).  
Le mutant erh dans le fond génétique Col-5 antérieurement testé vis-à-vis de Golovinomyces 
cichoracearum (Wang et al., 2008a), a été testé pour sa réponse à Pst qui s’est révélée identique à celle 
observée en réponse à une infection par l’oïdium. Il a ainsi été observé une accélération de l’apparition 
des lésions de type HR et une augmentation de la résistance, corrélée à l’augmentation de l’expression de 
PR1 de 2 fois (Figure 68). 
De façon surprenante, les mutants lcb4 et lcb10 présentent un phénotype différent de celui de fbr11-2, 
alors que ces mutants affectent tous le même gène AtLCB1. Ainsi, le mutant fbr11-2 qui présente par 
ailleurs un développement retardé, ne présente pas de phénotype significativement différent de celui du 
type sauvage (Figure 68). A l’inverse, les lésions observées chez les mutants lcb4 et lcb10 sont 
chlorotiques et se traduisent par une diminution significative de l’expression de PR1, suggérant que ces 
mutants seraient plus sensibles à Pst (Figure 68). 
En ce qui concerne les mutants loh1 et loh3, ils sont affectés dans leur réponse à Pst, alors que loh2 
présente un phénotype similaire à celui du type sauvage. En effet, 3 jours après inoculation avec Pst 
DC3000/AvrRpm1, les 2 mutants loh1 et loh3 ne présentent aucune lésion, alors que l’on observe 
clairement une HR sur Col-0 (Figure 69A). La croissance bactérienne in planta est significativement 
augmentée chez ces 2 mutants (Figure 69B), ce qui est corrélé à une diminution de l’expression de PR1 
(Figure 69C). loh1 et loh3 sont donc plus sensibles à Pst. Bien que l’on observe des lésions moins 
avancées pour le mutant loh2 en comparaison de Col-0, il n’y a pas de phénotype quantitativement 
différent de Col-0 en termes de populations bactériennes et d’expression du gène marqueur PR1. Etant 
donné que les céramide synthases LOH1 et LOH3 utilisent préférentiellement les VLCFA comme substrat 
et que leur mutation entraîne une sensibilité accrue à Pst, on peut donc supposer un rôle des céramides à 
longue chaîne dans le contrôle de la HR, de la défense et de la résistance à Pst, ce qui n’est pas le cas des 
céramides en C16 ou C18, au vue des résultats obtenus pour loh2. 
 
Dans un deuxième temps, une étude préliminaire de croisements générés entre les différents 
mutants affectant la voie de biosynthèse des sphingolipides et une lignée surexprimant AtMYB30 a été 
réalisée. Les doubles mutants ont été analysés en génération F2 par leur phénotype visuel en réponse à 
l’infection, et sur la base de l’expression du gène PR1 (Figure 70).  
Les doubles mutants fbr11-2/AtMYB30ox et acd5/AtMYB30 présente le même phénotype visuel et un 
niveau d’expression de PR1 similaire à ceux de la lignée AtMYB30ox (Figure 70A et B). Ceci laisse 
penser que ces mutations n’affectent pas le phénotype conféré par la surexpression d’AtMYB30. 
Cependant ces expériences préliminaires devront être complétées, notamment par une quantification du 
taux de mort cellulaire afin de s’assurer que ces mutations ne jouent pas un rôle même faible dans le 
contrôle de la HR médié par AtMYB30. 
Trois lignées indépendantes résultant du croisement entre loh1 et AtMYB30ox et deux lignées 
indépendantes entre loh3 et AtMYB30ox ont été obtenues. Chaque lignée présente une intensification des 
lésions HR (Figure 70C) et une augmentation significative de transcrits PR1 en comparaison à la lignée 
AtMYB30ox (Figure 70D). Ce résultat montre que la mutation des céramide synthases LOH1 et LOH3 est 
capable d’amplifier le phénotype HR accélérée conféré par la surexpression d’AtMYB30. Cependant le 
croisement avec le mutant loh2 (non disponible à ce jour) pourra nous confirmer si ce phénotype est lié 
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Figure 70 : Effet des mutations fbr11, acd5, loh1 et loh3 sur le phénotype d’AtMYB30ox.
A-B-D : Expression du gène marqueur de défense PR1 chez les différents simples et doubles mutants 
lipides/AtMYB30ox (génération F2) en réponse à Pst DC3000 AvrRpm1, déterminée par Q-RT-PCR au temps 0 de 
l’expérience (bleu) et 24 heures après inoculation (rouge). Les niveaux d’expression de PR1 ont été normalisés 
avec le niveau d’expression de -tubuline 4 et d’un gène de la famille SAND. Le niveau d’expression chez Col-0 à
temps 0 est de 1.
C. Phénotype visuel des doubles mutants loh1xAtMYB30ox et loh2xAtMYB30ox 2 jours après inoculation avec la 
souche avirulente de Pst DC3000 AvrRpm1 à 106 UFC/mL.
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aux céramides quelque soit leur nature ou s’il est lié plus spécifiquement aux céramides contenant des 
VLCFA plutôt que des céramides en C16 ou C18. Dans ce cas, la mutation loh2 ne devrait pas affecter le 
phénotype d’AtMYB30ox dans les doubles mutants. 
 
 
3. Discussion et perspectives 
 
3.1 Rôle des cires dans la résistance des plantes: rôle antagoniste ou 
similaire vis-à-vis d’agents pathogènes nécrotrophes et biotrophes?  
 Le rôle des composés épicuticulaires dans la résistance aux agents pathogènes nécrotrophes est 
désormais bien décrit. Chez Arabidopsis, les mutants affectés dans différents gènes participant à la 
formation de la cuticule tels que att1, bre1, bgd et sma4 montre une résistance accrue aux agents 
pathogènes nécrotrophes, notamment à Botrytis cinerea (Bessire et al., 2007; Kurdyukov et al., 2006; 
Tang et al., 2007; Xiao et al., 2004). L’augmentation de la résistance à B. cinerea serait due selon les 
auteurs, à une meilleure perception par la plante de l’activité fongique du champignon du fait d’une 
diminution de la perméabilité cuticulaire. De plus, les plantes transgéniques CUTE qui expriment de façon 
ectopique la cutinase extracellulaire de Fusarium solani f.sp. pisi montrent une augmentation de la 
résistance à B. cinerea qui ne dépend pas des voies de signalisation SA, JA et ET (Chassot, 2007). 
Comme les mutants cités plus haut, les plantes CUTE sont associées à une augmentation de la 
perméabilité cuticulaire. La résistance des mutants cuticulaires peut s’expliquer soit par l’action de 
monomères de cutine, issus de la dégradation par les cutinases du champignon, ou d’une synthèse 
incomplète dans les mutants. Ces éliciteurs franchiraient ainsi plus rapidement la barrière épicuticulaire 
afin de déclencher les réponses de défense, ou seraient plus facilement perçus à travers la cuticule plus 
perméable (Chassot et al., 2008). 
On peut envisager les mêmes types de mécanismes dans la résistance à S. sclerotiorum. Même si 
cer1 n’est pas plus résistant que Col-0, phénotype pouvant être expliqué par une redondance fonctionnelle 
des membres de la famille multigénique, la surexpression de CER1 provoque une diminution de la 
résistance à S. scelorotiorum. La diminution de la perméabilité épicuticulaire ne permettrait pas de mettre 
en place les réactions de défense suite à une diminution de la perception des éliciteurs fongiques. On peut 
également penser que certains composés surexprimés dans ces plantes pourraient augmenter le pouvoir 
pathogène du champignon. Pour compléter cette étude, il serait intéressant de tester le double mutant 
cer1xcer1like1 et des plantes surexprimant CER1-Like1, afin de les comparer au phénotype observé pour 
cer1.  
Contrairement à l’augmentation de résistance aux agents nécrotrophes observée chez les mutants 
« cires » et « cuticule », quelques exemples montrent que ces mutants testés en réponse à des agents 
pathogènes biotrophes ou hémibiotrophes sont plus sensibles, suggérant que la cuticule est une barrière 
efficace contre les agents pathogènes biotrophes ou hémibiotrophes. Par exemple, att1 provoque une 
augmentation de l’expression des gènes du système de sécrétion de type III de Pst nécessaire au pouvoir 
pathogène (Xiao et al., 2004). De même, les cires peuvent être impliquées dans la formation de 
l’appressorium de Magnaporthe grisea (Hegde, 1997). Les composés épicuticulaires joueraient donc un 
rôle antagoniste favorisant la croissance des agents pathogènes nécrotrophes et le pouvoir pathogène des 
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agents biotrophes. De plus, Gabray et collaborateurs (2007) ont identifié par analyse transcriptomique que 
l’expression de PR1 est substantiellement réduite dans les parties aériennes de plantes mutantes cer6 
âgées de 2 semaines et non inoculées. De plus, il montre que ce niveau est également réduit chez cer2 et 
cer1, contrairement au mutant cer3 dont le niveau d’expression de PR1 n’est pas affecté (Garbay, 2007). 
Cette étude fait le lien entre la biosynthèse de certains composés des cires et les voies de défense des 
plantes, suggérant un niveau de résistance basale plus faible pouvant entrainer une sensibilité accrue de 
ces mutants. Cependant, ces mutants n’ont pas été testés vis à vis d’un agent pathogène sur des plantes 
adultes. En effet, nos résultats obtenus sur les mutants cer1 et cer2 sont contradictoires avec cette 
hypothèse, puisque ces mutants semblent répondre de façon similaire à Col-0. Par ailleurs, il faut noter 
que cer1-1 utilisé dans l’étude de Gabray et collaborateurs est dans un fond génétique différent (Ws), ce 
qui pourrait expliquer cette différence de réponse. 
De façon intéressante, à la différence des mutants décrits dans la littérature plus sensibles aux 
agents pathogènes biotrophes, nos résultats montrent que la surexpression de CER1 entraine une 
augmentation de la sensibilité à une souche virulente ou avirulente de Pst. On peut supposer que CER1 
intervienne dans d’autres voies de signalisation que celles évoquées précédemment. En effet, CER1 est 
induit en réponse à l’ABA (Kosma et al., 2009), or l’ABA est connu pour jouer un rôle négatif dans la 
défense des plantes aux agents pathogènes. Ainsi les mutants insensibles à l’ABA (abi1-1 et abi2-1) ou 
hypersensible (abi1.sup7 et abi2.sup5) conduisent respectivement à la restriction ou à la propagation de la 
multiplication bactérienne (de Torres-Zabala et al., 2007). En outre, de Torres-Zabala et al. (2007) ont 
montré que les effecteurs de Pst ciblent la voie de signalisation de l’ABA chez Arabidopsis pour causer la 
maladie. On peut donc envisager que l’augmentation de la sensibilité du surexpresseur de CER1 soit liée à 
la signalisation de l’ABA. De plus, ce mécanisme pourrait être commun à la sensibilité à S. sclerotiorum, 
puisque les mutants abi1-1 et abi2-1 sont également plus sensibles à ce champignon pathogène 
(Perchepied et al., 2009) Pour apporter des éléments d’information sur ce point, on pourrait donc 
envisager de regarder l’expression de gènes impliqués dans la signalisation à l’ABA notamment abi1-1 et 
abi2-1 dans les différentes lignées affectées dans l’expression de CER1 et inversement. De même, nous 
pourrions réaliser des croisements entre les différentes lignées CER1 et les mutants de la voie de 
signalisation ABA pour tester un rôle potentiel de l’ABA dans la résistance de ces lignées à différents 
agents pathogènes dont Pst et S. sclerotiorum.  
 
 
3.2 La voie de biosynthèse des cires n’est pas nécessaire au phénotype HR 
dû à la surexpression d’AtMYB30, mais quels rôles dans la résistance conférée 
par AtMYB30 ? 
Dans cette étude préliminaire, un seul mutant, cer2, a été croisé avec AtMYB30ox montrant que 
cette mutation n’affectait pas la mort cellulaire générée par l’action d’AtMYB30. Ce premier résultat 
laisse penser que la voie des cires ne serait pas directement impliquée dans le phénotype HR. Cependant, 
le phénotype de résistance n’a pas été testé. Etant donné le rôle de ces composés épicuticulaires dans la 
résistance des plantes aux agents pathogènes (précédemment discuté), il semble indispensable de tester le 
phénotype de résistance du double mutant. La mesure de la croissance bactérienne pourrait permettre de 
tester si cer2 peut limiter ou augmenter la prolifération bactérienne in planta et ainsi vérifier si cette voie 
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est ou non impliquée dans la résistance. Par ailleurs, il est impératif de tester d’autres mutants de la voie 
de biosynthèse des cires.  
Par ailleurs, les lignées/mutants montrant une dérégulation d’AtMYB30 ne sont pas affectés dans 
leur réponse à S. sclerotiorum ((Raffaele et al., 2008), Figure 6 supplémentaire). C’est probablement la 
raison pour laquelle le rôle des cires dans la résistance à ce pathogène n’est pas dépendante d’AtMYB30. 
Cependant il serait intéressant de tester la résistance de ces mutants à d’autres agents pathogènes 
nécrotrophes. En effet, la réponse des mutants «cires» peut être différente selon le type d’agents 
pathogènes. Le double mutant gpat4/gpat8, qui est affecté dans sa composition en monomères de cutine et 
qui présente une diminution de la perméabilité cuticulaire, a été trouvé comme plus sensible au 
champignon nécrotrophe Alternaria brassicicola (Li, 2007), suggérant ainsi des mécanismes différents 
dans la réponse à ces agents pathogènes. 
Enfin, nous ne pouvons pas exclure un rôle des cires vis-à-vis de l’action d’AtMYB96, régulateur 
positif de la HR, ainsi que celle des 2 facteurs de transcription ensemble. C’est pourquoi il a été envisagé 
de croiser dans le futur ces mutants avec des lignées AtMYB96ox et AtMYB30ox AtMYB96ox. 
 
 
3.3 Les VLCFA : des molécules actives et signaux de mort cellulaire ?  
 Le blocage de la synthèse des VLCFA par la disruption du gène CER10 abolit le phénotype HR 
conféré par la surexpression d’AtMYB30. Ces résultats préliminaires devront être confirmés par une 
quantification de la mort cellulaire et de la résistance du double mutant cer10 AtMYB30ox. Cependant, on 
peut supposer que cette mutation affecte la synthèse d’un ou plusieurs signaux spécifiquement impliqués 
dans le contrôle de la mort cellulaire par AtMYB30 au cours de l’interaction avec un agent pathogène. 
Cette conclusion est contredite par le fait que l’expression du gène de défense PR1 n’est pas altérée dans 
le mutant cer10 en réponse à Pst. Cependant, il est nécessaire de confirmer cette observation par l’analyse 
du profil d’expression d’autres gènes marqueurs de défense ou d’autres tests tels que la mesure de la 
croissance bactérienne in planta, pour déterminer si la résistance du mutant cer10 à Pst est affectée. 
L’abolition du phénotype AtMYB30ox par cer10 pourrait être dûe uniquement à l’interruption de la voie 
de synthèse des VLCFA et souligne l’importance des molécules VLCFA dans le contrôle de la mort 
cellulaire et de la résistance. Par ailleurs, l’analyse de la composition en acides gras du double mutant 
cer10 AtMYB30ox permettrait de vérifier s’il se produit bien chez ces plantes une chute du taux de 
VLCFA, d’en évaluer l’ampleur et les espèces affectées. 
 
 
3.4 Les sphingolipides, quels rôles dans la mort cellulaire hypersensible ? 
L’étude de l’effet d’autres mutations affectant les voies en aval de la synthèse des VLCFA sur le 
phénotype AtMYB30ox indique sur la base de nos résultats, que les cires ne sont pas les composés majeurs 
pour l’établissement du phénotype mort cellulaire d’AtMYB30ox. En revanche, la disruption de 2 
céramide synthases amplifient le phénotype mort cellulaire d’AtMYB30ox. Il faut rapprocher ce résultat 
des données obtenues d’une part sur l’expression de ces deux gènes, positivement régulés par AtMYB30, 
et d’autre part sur les phénotypes des simples mutants loh1 et 3, altérés dans la HR et la résistance à Pst. 
Le phénotype du double mutant suggère que les sphingolipides produits par ces 2 enzymes joueraient un 
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rôle dans la limitation de la mise en place de la HR par AtMYB30 (en contradiction avec les données 
phénotypiques obtenues avec les simples mutants). Cette hypothèse est aussi en contradiction avec un 
certain nombre de données rapportant le rôle des céramides ou des LCB dans la régulation positive des 
PCD chez les animaux et végétaux (pour revue (Taha et al., 2006b); (Liang et al., 2003; Wang, 2008). En 
effet, les céramides seraient des activateurs de la mort cellulaire, alors que leur forme phosphorylée ou 
glycosylée respectivement par ACD5, une céramide kinase, et ERH1, une IPC synthase, auraient un effet 
antagoniste pour la mort cellulaire. 
Une autre hypothèse serait que les VLCFA eux-mêmes joueraient le rôle de molécules biologiquement 
actives à l’origine du phénotype conféré par la dérégulation d’AtMYB30. A ce jour, aucun exemple du 
rôle direct des VLCFA comme molécules signal n’a été mis en lumière chez les plantes. Il est donc 
difficile d’expliquer les mécanismes par lesquels les VLCFA provoqueraient la mort cellulaire chez les 
lignées AtMYB30ox. De plus, les VLCFA peuvent également participer à d’autres voies de signalisation 
indépendantes de celle des sphingolipides encore inconnues, via un signal ou des signaux qui n’ont pas 
encore été mis en évidence.  
Une autre interprétation de ces résultats serait que l’absence des deux gènes LOH1 et LOH3 dans les 
mutants induirait une mort cellulaire indépendante de la voie de mort cellulaire hypersensible (passant 
putativement par les céramides) qui serait médiée soit (i) par les LCB eux-mêmes en tant que signaux de 
mort cellulaire, soit (ii) via une perturbation de l’homéostasie cellulaire suite à l’accumulation forte de ces 
composés. En effet, le double mutant sbh1 sbh2, affectant deux gènes codant pour des « sphingoid base 
hydroxylase », présente des lésions nécrotiques sur ses cotylédons et une mort prématuré, ce qui est 
corrélé à une accumulation de LCB libres, suggérant un effet toxique de l’accumulation de ces composés 
(Chen, 2008). L’ensemble des deux « voies » (voies HR et LCB), ayant des effets additifs dans les lignées 
loh AtMYB30ox. Cette hypothèse sera testée par analyse de doubles lignées AtMYB30ox LOH1/3ox, en 
cours de génération, lignées qui devraient présenter un phénotype d’hyper-HR si cette hypothèse est 
vérifiée. Est en accord avec ces données, le phénotype de sensibilité accrue des mutants simples lcb4 et 
lcb10.  
En revanche, dans la mise en place de la HR par AtMYB30, il semblerait que la régulation du 
taux de céramides phosphorylés ou non ne jouent pas un rôle majeur au vu des premiers résultats obtenus. 
En effet la mutation d’ACD5 n’a pas d’impact sur le phénotype d’AtMYB30ox. Cependant, plusieurs 
raisons expérimentales peuvent expliquer la difficulté de mettre en évidence un phénotype :  
(i) les mutants « sphingolipides » sont très affectés dans leur développement (Chen, 2006; Liang et al., 
2003; Wang, 2008; Zheng et al., 2005). La technique d’inoculation est donc plus difficile à réaliser sur ces 
mutants.  
(ii) comme les sphingolipides sont des molécules essentielles au développement de la plante, un grand 
nombre des mutants générés sont létaux, par conséquent les mutants identifiés et utilisés dans ce travail ne 
présentent pas pour certains d’entre eux, une disruption totale de l’expression des gènes correspondants. 
On peut donc supposer que si ces mutations ont un effet sur le phénotype d’AtMYB30ox, il soit quantitatif. 
Nous devrons ainsi mettre en place des tests plus quantitatifs que ceux utilisés ici comme la quantification 
de la mort cellulaire ou de la colonisation bactérienne sur ces différents mutants.  
(iii) les mutants erh et acd5 présentent des lésions spontanées de type HR en absence d’infection. Il est 
donc difficile d’identifier si le phénotype HR observé est lié à celui conféré par la dérégulation 
d’AtMYB30 ou à celui du mutant. Des analyses quantitatives et qualitatives de la mort cellulaire devront 
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être réalisées afin de pouvoir conclure définitivement quant au rôle de ces mutations dans le phénotype 
conféré par la dérégulation d’AtMYB30. 
L’ensemble de ces données, encore préliminaires et apparemment contradictoires, doivent être 
approfondies par des analyses quantitatives du taux de mort cellulaire dans les différentes lignées.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En conclusion, une analyse plus approfondie des phénotypes des simples et 
doubles mutants est nécessaire afin d’identifier l’ (les) étape(s) clé du métabolisme lipidique 
impliquée(s) dans la mise en place de la HR via AtMYB30. Une analyse lipidomique 
notamment des différentes lignées  pourra nous renseigner sur les espèces lipidiques 
s’accumulant en amont de la HR, et sur le rôle des ces molécules dans la HR médiée par 
AtMYB30. 
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L’ensemble des résultats présentés dans ce manuscrit confirme que les cibles primaires 
d’AtMYB30 sont les gènes de la voie de biosynthèse des VLCFA, composés qui jouraient un rôle majeur 
dans le contrôle de la mort cellulaire hypersensible. Les données acquises indiquent en outre le rôle d’une 
protéine interagissant avec AtMYB30, AtMYB96, dans la régulation de la mort cellulaire hypersensible et 
de la résistance. Cette étude permet en effet de mieux comprendre le mode d’action d’AtMYB30 et 
suggère l’existence d’un complexe transcriptionnel comprenant les 2 facteurs MYB et participant à la 
régulation de la résistance et de la mort cellulaire hypersensible. 
De nombreuses questions restent ouvertes concernant le fonctionnement d’AtMYB30 (§1), le 
mode d’action du complexe transcriptionnel formé avec AtMYB96 et le contrôle exercé par AtMYB96 
sur l’expression d’AtMYB30 (§2), le rôle des VLCFA générés par l’action d’AtMYB30 sur le contrôle de 
la mort cellulaire hypersensible (§3) et enfin de façon plus générale, concernant les rôles que pourrait 
jouer AtMYB30 au cours du développement et de la résistance (§4). 
 
 
1. Aspects mécanistiques du fonctionnement d’AtMYB30 
  
AtMYB30 et ses cibles 
 
AtMYB30 régule les gènes de la voie des VLCFA, un contrôle direct ? 
La recherche des gènes cibles putatifs d’AtMYB30 (Vailleau, 2003) et le suivi de l’expression de ces 
gènes par Q-RT-PCR a montré que la modulation de l’expression d’AtMYB30 pouvait affecter 
l’expression de nombreux gènes. Comme attendu, des gènes cibles putatifs comprennent des gènes 
associés à la défense (ICS1, PAD3, CAD1,…) et à la transduction du signal (serine/thréonine kinases, 
RLKs, CBPs,…) (Vailleau, 2002). L’identification de ces gènes conforte la validité de l’approche adoptée 
et illustre une partie du fonctionnement d’AtMYB30. De façon plus surprenante, cette recherche a permis 
de mettre en lumière le rôle de la voie de biosynthèse des VLCFA dans le contrôle de la HR par 
AtMYB30. Différentes approches moléculaires (profil d’expression des gènes cibles putatifs, expérience 
de trans-activation chez N. benthamiana) ont permis de confirmer l’hypothèse que la voie des VLCFA 
serait la cible primaire d’AtMYB30. A l’inverse l’analyse des profils d’expression de gènes affectant 
d’autres voies du métabolisme suggère que si ces voies sont affectées par AtMYB30, ce serait via un 
contrôle indirect. Il en est de même pour la plupart des gènes associés à la défense et régulés par 
AtMYB30.  
Afin de mettre en évidence le contrôle direct de cette voie par AtMYB30, des outils ont été développés 
afin de discriminer les cibles directes des cibles indirectes, notamment l’utilisation du système 
d’expression inductible de la protéine AtMYB30. Etant donné les limites de cette stratégie évoquées 
précédemment, des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine associées à du séquençage haut 
débit ont été initiées au laboratoire à partir de lignées surexprimant une version étiquetée d’AtMYB30 
(Mickaël Pata, communication personnelle) et permettront de confirmer par une autre approche 
l’identification des cibles directes d’AtMYB30, et peut être d’en identifier de nouvelles. 
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Quelles séquences cibles régulatrices pour la fixation d’AtMYB30 sur ses promoteurs cibles ? 
Les protéines MYB se lient à l’ADN de manière séquence-spécifique grâce au domaine de liaison formé 
par les répétitions R2 et R3. Les facteurs MYB animaux c-Myb, A-MYB et B-MYB se lient au site MBSI 
(MYB binding site I : T/CAACG/TGA/C/TA/C/T). Chez les plantes, il s’avère que ces motifs reconnus 
comme cibles potentielles des facteurs MYB sont beaucoup plus variables. Certaines protéines végétales 
peuvent se lier au site MBSI, d’autres peuvent également se lier au site MBSII (TAAC-TAAC) qui 
constitue une séquence reconnue par la majorité des protéines MYB de type R2R3 (Mellway et al., 2009; 
Morse et al., 2009; Romero et al., 1998). Par des tests de trans-activation réalisés par expression 
transitoire chez N. benthamiana, nous avons identifié une région de 349 nucléotides, située à environs 600 
pb de l’ATG, nécessaire à l’activation transcriptionnelle d’AtMYB30, possédant 4 MBS putatifs. Cette 
étude est un bon point de départ pour étudier la fixation d’AtMYB30 sur cette région et identifier les cis-
éléments nécessaires à sa fixation. 
En effet, plusieurs approches peuvent être mise en place afin d’identifier les séquences régulatrices 
d’AtMYB30 : 
- des tests de transactivation par AtMYB30 du promoteur du gène KCS1 contenant des mutations 
ponctuelles sur les boîtes MBS putatives dans la zone identifiée comme régulatrice  
- des expériences de gel retard ciblées sur la région identifiée, puis sur des fragments mutés 
ponctuellement dans les cis-éléments identifiés 
- la technique de ChIP-Seq pourra également nous renseigner sur les séquences cis et leur 
environnement génomique, sur lesquelles se sera fixée la protéine AtMYB30 
 
AtMYB30, un facteur de transcription répresseur ? 
Les hypothèses sur lesquelles nous nous sommes basées pour réaliser la sélection des gènes cibles 
putatives d’AtMYB30 présentées dans ce manuscrit envisagent principalement la possibilité d’une 
activation de l’expression de ces gènes par AtMYB30. L’analyse des données transcriptomiques avait en 
effet été aussi envisagée avec une hypothèse d’un rôle de répresseur pour AtMYB30, et n’avaient pas 
révélé de régulation spécifique d’un groupe de gènes particuliers. En effet, les classes des gènes réprimées 
par AtMYB30 sont impliqués dans le métabolisme, la transcription (dont les facteurs MYB AtMYB47 et 
AtMYB28 ou des facteurs de type bHLH), dans la réponse aux hormones notamment la réponse à 
l’auxine (Vailleau, 2002). 
Un rôle de répresseur de la transcription est possible pour AtMYB30 comme cela a été mis en évidence 
pour plusieurs gènes MYB. Par exemple, le facteur animal C-Myb possède un domaine de régulation 
négative ou DRN placé en C-terminal du domaine de transactivation. Son action se traduit par une 
inhibition de l’activation de gènes (Sakura et al., 1989). Il faut noter qu’aucun facteur MYB végétal ne 
possède de tels domaines. Néanmoins, les gènes amMyb305 d’Anthirrhinum et son orthologue chez 
Arabidopsis AtMYB4 régulent l’accumulation d’esters protecteurs d’UV en réprimant le gène codant une 
enzyme clé, la cinnamate-4-hydrolase (C4H) (Jin et al., 2000). De même, AtMYB32 est capable de 
réprimer le gène COMT chez Arabidopsis. Il est intéressant de noter que ces répresseurs appartiennent 
tous au même sous-groupe 4. Les caractéristiques communes de ces gènes sont l’existence d’un motif 
conservé pdLNLD/ELxiG/S et d’un domaine putatif en doigt de zinc dans la partie C-terminale de ces 
protéines. On peut donc supposer que ces domaines seraient répresseurs de la transcription (Du et al., 
2009). 
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Bien qu’AtMYB30 ne possède pas un tel domaine répresseur,  une liste étendue de 412 gènes avait été 
identifiée, comprenant des gènes régulés négativement par AtMYB30, comme précédemment indiqué. Il 
serait donc intéressant d’étudier ces gènes afin d’identifier de nouvelles fonctions régulées par AtMYB30, 
et de savoir s’il s’agit d’un effet indirect ou de cibles directes d’AtMYB30. Pour en savoir plus, l’étude de 
lignées dans lesquelles AtMYB30 est fusionné au domaine répresseur  EAR (Hiratsu et al., 2003) ou au 
domaine activateur VP16 (Triezenberg et al., 1988) pourrait apporter des éléments quant à la façon dont 
ces gènes sont régulés, comme ce fut le cas pour AtMYB23 (Matsui et al., 2005). 
 
 
Modes de régulation d’AtMYB30 
 
AtMYB30 est régulé au niveau transcriptionnel 
En effet, il est induit spécifiquement et transitoirement au cours d’une interaction incompatible, 
nécessitant une activation rapide de ce gène et des mécanismes de rétrocontrôle négatif afin de limiter son 
expression. Ce type de mécanisme a été très largement décrit pour la régulation des facteurs WRKY dans 
la régulation de la résistance basale (Eulgem and Somssich, 2007). Concernant la régulation d’AtMYB30, 
nous avons en outre mis en évidence une régulation négative directe ou indirecte d’AtMYB96 sur 
AtMYB30 dans les lignées transgéniques et par expression transitoire en présence ou en absence d’agent 
pathogène, suggérant qu’AtMYB96 serait impliqué dans une boucle de rétrocontrôle négatif de 
l’expression d’AtMYB30. Cependant les régulateurs transcriptionnels activateurs d’AtMYB30 au cours 
des interactions plantes-agents pathogènes n’ont pas encore été identifiés et constituent un enjeu majeur 
pour comprendre le fonctionnement d’AtMYB30. L’identification de tels régulateurs pourrait être 
envisagée par criblage par simple hybride avec le promoteur d’AtMYB30.  
 
AtMYB30 est-il régulé au niveau de sa localisation sub-cellulaire ? 
De façon générale, les TF sont adressés au noyau à l’aide d’une séquence d’adressage au noyau, de type 
NLS (Nuclear Localization Signal) (Kuersten et al., 2001). A la différence de nombreux facteurs MYB 
qui contiennent une telle séquence au sein des répétitions MYB (Lipsick, 1996), la séquence d’AtMYB30 
ne contient pas de NLS. Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent la localisation nucléaire 
d’AtMYB30 ne sont pas encore connus et pourraient être informatifs sur les mécanismes de régulation 
d’AtMYB30. En effet, l’activité de certains TF peut être modulée par la modification de leur localisation 
subcellulaire. Chez Arabidopsis, le régulateur négatif de la mort cellulaire LSD1 interagit dans le 
cytoplasme avec le TF nucléo-cytoplasmique AtbZIP10, le retenant ainsi dans le cytoplasme. Dans le 
mutant lsd1, il y a une augmentation de l’induction des ROS et de la résistance aux agents pathogènes, en 
partie due à la relocalisation en absence de LSD1 d’AtbZIP10 dans le noyau, où il active les gènes de 
defense (Kaminaka et al., 2006). Cependant à ce jour, la protéine AtMYB30 n’a jamais été trouvée 
localisée dans un autre compartiment subcellulaire que le noyau, suggérant que l’activité d’AtMYB30 
serait plutôt modulée à l’intérieur du noyau. 
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L’activité transcriptionnelle d’AtMYB30 peut être régulée par ses partenaires protéiques 
En effet, l’interaction in planta entre AtMYB30 et une phospholipase sécrétée AtPLA2 a été montrée par 
FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging) dans le noyau, impliquant une relocalisation d’AtPLA2 dans le 
noyau, alors qu’AtsPLA2- est située dans le système endomembranaire avant sécrétion. De plus, 
AtPLA2 réprime de façon significative l’activité transcriptionnelle d’AtMYB30, jouant le rôle de 
régulateur négatif de la fonction d’AtMYB30 (Froidure, 2009). De façon intéressante, ce mécanisme est 
analogue à celui décrit pour la protéine cytoplasmique humaine cPLA2, relocalisée dans le noyau après 
son interaction avec le TF B-Myb (Tashiro et al., 2004). Par ailleurs, nous avons vu que l’activité 
transcriptionnelle d’AtMYB30 peut également être régulée par un autre facteur de transcription, 
AtMYB96. Cet aspect sera évoqué dans la deuxième partie de cette discussion. 
 
 
AtMYB30 est régulé au niveau post-traductionnel 
Certains facteurs MYB sont  modifiés après traduction, ceci afin de les rendre actifs ou de générer un 
message au niveau cellulaire. L’exemple de c-Myb, chez les animaux, illustre l’éventail des modifications 
connues pour les facteurs MYB : la phosphorylation de c-Myb par CKII est requise pour sa liaison à 
l’ADN (Luscher et al., 1990), son acétylation augmente fortement son affinité pour l’ADN (Tomita et al., 
2000) ou son aptitude à activer la transcription (Sano and Ishii, 2001), c-Myb peut être ubiquitiné avant 
d’être rapidement dégradé (Bies and Wolff, 1995), la sumoylation de ce facteur de transcription participe 
à sa stabilité, à sa capacité à activer la transcription (Bies et al., 2002)  et à sa localisation sub-cellulaire 
(Morita et al., 2005). Chacune de ces modifications nécessite la présence d’au moins un partenaire de c-
Myb pour l’activation des réponses cellulaires. 
AtMYB30 semble également régulé au niveau post-traductionnel par différents mécanismes.  
(i) De façon intéressante, un partenaire d’AtMYB30, nommé MIP1 et identifié dans un crible double 
hybride chez la levure, est une protéine RING à doigt de zinc (C3H2C3-type RING finger) prédite pour 
avoir une activité ubiquitine E3 ligase. Le mutant mip1 montre une résistance accrue à l’inoculation par 
une souche avirulente de Pst, comme AtMYB30ox. De plus, ce phénotype est corrélé à une augmentation 
de l’expression de gènes cibles d’AtMYB30 (Froidure S., données non publiées). Dans le mutant mip1, 
l’absence d’ubiquitination d’AtMYB30 pourrait mener à une accumulation de la protéine AtMYB30, 
mimant ainsi le phénotype de résistance conféré par la surexpression d’AtMYB30, suggérant 
qu’AtMYB30 serait une cible d’ubiquitination via MIP1. 
(ii) Par ailleurs, des données récentes montrent qu’AtMYB30 est SUMOylé chez E. coli (Okada et al., 
2009). Des données obtenues au sein de notre groupe (Froidure et Rivas, données non publiées) ont 
démontré de plus qu’AtMYB30 est SUMOylé in vitro et in vivo et que cette modification pourrait affecter 
son activité transcriptionnelle. Les conséquences de la SUMOylation d’AtMYB30 sur la régulation de la 
HR sont actuellement en cours d’étude.  
(iii) Des données préliminaires sur la phosphorylation d’AtMYB30 (Rivas, données non publiées) 
indiquent qu’AtMYB30 serait phosphorylé in planta. 
AtMYB30 semble donc être un facteur de transcription multi-modifié par phosphorylation, SUMOylation 
et ubiquitination. Le rôle de ces modifications sera particulièrement intéressant à décrypter dans le 
contexte de la régulation par AtMYB30, du programme de mort cellulaire hypersensible. 
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Perspectives 
Les aspects mécanistiques du fonctionnement d’AtMYB30 ne sont pas encore tous connus. Les 
perspectives à court terme de ce travail est donc l’identification des cibles primaires d’AtMYB30 parmi 
les gènes régulant la voie des VLCFA à l’aide des lignées inductibles AtMYB30-RGRBD générées au 
cours de ce travail, et par des expériences de liaison à l’ADN in vitro et in vivo (gel retard, simple hybride, 
ChIP-Seq). A plus long terme, une analyse des gènes réprimés par AtMYB30 pourrait s’avérer 
intéressante afin d’identifier de nouvelles fonctions pour AtMYB30. 
Afin de décrypter le mode d’action d’AtMYB30, il semble particulièrement intéressant d’identifier les 
régulateurs en amont d’AtMYB30, en particulier ceux responsables de son activation transcriptionelle et 
de sa régulation post-traductionnelle, et ainsi de comprendre comment est régulé AtMYB30 suite à la 
reconnaissance de l’agent pathogène par la plante.  
 
 
2. Quel(s) mode(s) d’action pour AtMYB96 et le complexe 
transcriptionnel AtMYB30-AtMYB96 dans le contrôle de la 
voie des VLCFA et de la mort cellulaire hypersensible 
 
AtMYB30 et AtMYB96 : redondance fonctionnelle, rôles distincts, 
antagonistes ou synergiques ? 
 Le phénotype HR de la lignée AtMYB30as, plus altéré que celui de la lignée AtMYB30ko, a 
conduit à poser l’hypothèse d’une altération par la construction antisens d’AtMYB30, de l’expression 
d’un autre gène MYB, AtMYB96 proche homologue d’AtMYB30. AtMYB96 est en effet induit, comme 
AtMYB30, une à deux heures après une infection par une souche avirulente, son expression est abolie dans 
la lignée AtMYB30as et non affectée dans la lignée AtMYB30ko. Dans ce contexte, le rôle d’AtMYB96 
dans le contrôle de la HR et de la résistance a été testé. AtMYB96 serait comme AtMYB30, un régulateur 
positif de la mort cellulaire hypersensible et de la résistance. On peut donc se poser la question d’une 
putative redondance fonctionnelle entre les 2 TF.  
Certains TF sont connus pour être associés dans une interaction complexe avec des rôles redondants, 
antagonistes ou distincts dans les interactions plantes-microorganismes. Cela a été démontré par exemple 
pour les facteurs AtWRKY18, AtWRKY40 et AtWRKY60 impliqués dans la régulation de la résistance 
basale chez les plantes (Xu et al., 2006). Un autre exemple relatif aux facteurs MYB, MYB108 et MYB24 
ont des fonctions redondantes et agissent ensemble en aval de MYB21 dans une cascade transcriptionnelle 
qui régule la maturation du pollen et des étamines en réponse aux jasmonates (Mandaokar and Browse, 
2009). Les phénotypes du double mutant AtMYB30ko AtMYB96ko sont affectés plus fortement que ceux 
des simples mutants, suggérant une redondance fonctionnelle seulement partielle, néanmoins le phénotype 
de la lignée AtMYB30ko est plus affecté que le phénotype d’AtMYB96ko, similaire au type sauvage en 
termes de résistance à Pseudomonas syringae. AtMYB96 ne pourrait pas compenser l’absence 
d’AtMYB30, alors qu’AtMYB30 pourrait compenser l’absence d’AtMYB96. Ce résultat peut suggérer 
qu’AtMYB30 aurait un rôle majeur dans le contrôle de la HR et de la résistance, alors qu’AtMYB96 
Figure 71. Mécanismes possibles de la régulation des cibles putatives d’AtMYB30 par AtMYB96 et par le complexe AtMYB30-AtMYB96 déduits de leur
profils d’expression dans les différentes lignées. (Légende page 158)
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aurait un rôle mineur. Ce mécanisme a déjà été mis en évidence notamment pour les facteurs MYB. En 
effet, AtMYB5 and TT2, sont partiellement redondants dans le contrôle de la formation de l’enveloppe 
extérieure de la graine, avec un rôle majeur d’AtMYB5 (Gonzalez et al., 2009).  
De plus, il est intéressant de noter qu’AtMYB96, à la différence d’AtMYB30 dont l’expression est limitée à 
la zone d’inoculation, est également induit dans la zone adjacente à l’inoculation. De plus, AtMYB96 est 
capable de réprimer l’expression d’AtMYB30 par essais transitoires chez N. benthamiana. On peut donc 
envisager que dans la zone adjacente, AtMYB96 interagirait avec d’autres facteurs uniquement présents 
dans la zone adjacente et jouerait le rôle de régulateur négatif de l’expression d’AtMYB30 limitant le 
développement de la HR. Un tel mécanisme a été mis en évidence dans le cadre de la régulation de la 
formation des trichomes. Dans les cellules de trichome, des répresseurs (CPC, TCL1 et ETC1, gènes de 
type MYB1R) sont directement activés par un complexe activateur (TTG1-GL3-GL1 de type MYBR2R3-
bHLH-WD40) et se déplacent dans les cellules voisines. Les inhibiteurs bloquent l’activité 
transcriptionnelle soit en réprimant directement le gène GL1, soit par compétition avec GL1 pour la 
liaison au bHLH. Par conséquent, l’expression des gènes cibles (GL2, TTG2) diminue et la formation des 
trichomes n’est pas déclenchée dans les cellules voisines (Zhao et al., 2008). 
 
 
AtMYB96 et le complexe AtMYB30-AtMYB96 régulent-ils les cibles 
d’AtMYB30 ? 
Au vu des profils d’expression obtenus pour les gènes cibles putatifs d’AtMYB30 relatifs au 
métabolisme des lipides, différents modèles de régulation de la transcription impliquant AtMYB30, 
AtMYB96 et AtMYB30-AtMYB96 peuvent être proposés. Par souci de clarté, ces modèles considèrent 
que l’expression de ces gènes est régulée directement par les TF. Trois modèles peuvent être proposés :   
 
(i) AtMYB96 activerait le complexe élongase comme AtMYB30 (Figure 71A2). Les profils 
d’expression de gènes qui seraient activés par les deux TF correspondent à ceux des gènes GL8 et HCD1. 
Ces gènes sont activés par AtMYB30, par AtMYB96, et par le complexe AtMYB30-AtMYB96. Les 
fonctions des 2 gènes régulés positivement par AtMYB96 sont relatives à la synthèse des VLCFA, 
notamment au niveau du complexe élongase : une -ketoacyl reductase (GL8), dont 2 gènes ont été 
identifiés (Beaudoin et al., 2009), et une -hydroxy-CoA-dehydratase (HCD1) pour laquelle il existe 2 
membres uniques (PAS2 et HCD1) (Bach, 2008). Même si AtMYB96 réprime les gènes KCS1, FDH et 
KCS3, ces gènes sont surexprimés dans les lignées AtMYB30ox AtMYB96ox. On peut également envisager 
qu’AtMYB96 active des gènes KCS différents de ceux qu’active AtMYB30, parmi les 21 gènes KCS 
                                                 
 
2 Figure 71. Mécanismes possibles de la régulation des cibles putatives d’AtMYB30 par AtMYB96 et par le 
complexe AtMYB30-AtMYB96, déduits de leurs profils d’expression dans les différentes lignées. Colonne de 
gauche: profils chez les plantes sauvages (—), AtMYB30ox (—), AtMYB96ox (—) et AtMYB30 AtMYB96ox(—) et 
exemples types; 2e colonne: modèle de régulation chez une plante sauvage; 3e colonne: modèle de régulation chez 
une plante AtMYB30ox, 4e colonne: modèle de régulation chez une plante AtMYB96ox, 5e colonne: modèle de 
régulation chez une plante AtMYB30ox AtMYB96ox. 
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identifiés chez Arabidopsis (Joubes, 2008), pour favoriser la biosynthèse d’espèces différentes de 
VLCFA.  
Une limite à cette hypothèse d’activation du complexe élongase par AtMYB96 est l’observation que 
CER10, gène unique codant pour une étape de l’élongation des VLCFA, est réprimé par AtMYB96. 
Cependant, on peut supposer qu’AtMYB96 seul ne serait pas capable d’activer la voie de biosynthèse 
complète des VLCFA, mais celle-ci pourrait être activée par le complexe AtMYB30-AtMYB96. Cela 
pourrait expliquer le fait que le taux de VLCFA  dans les lignées AtMYB96ko soit similaire à celui 
observé chez le type sauvage (données préliminaires non montrées), alors que le taux de VLCFA dans les 
doubles mutants AtMYB30ko AtMYB96ko est inférieur à celui d’AtMYB30ko en situation d’interaction 
(données préliminaires non montrées). Ces observations doivent être confirmées non seulement par 
répétition des expériences, mais également  dans les lignées AtMYB96ox et AtMYB30ox AtMYB96ox.   
 
(ii) AtMYB96 réprimerait la voie de synthèse des cires activée par AtMYB30, mais le complexe 
AtMYB30-AtMYB96 serait activateur de la même voie (Figure 71B). Ces profils d’expression sont 
ceux des gènes GPAT4, ATT1, PPT1, LTP1 et LTP2 relatifs au métabolisme des lipides. Ces gènes sont 
activés par AtMYB30, réprimés par AtMYB96, et activés par AtMYB30-AtMYB96. AtMYB30 seul 
serait donc capable de se lier directement aux éléments cis de ces gènes, tandis qu’AtMYB96 n’est pas 
capable soit de se lier aux éléments cis des promoteurs, soit d’activer la transcription. Quand les 2 TF sont 
co-exprimés, la présence et/ou l’interaction des 2 protéines permet la levée d’inhibition par AtMYB96, 
permettant d’atteindre dans les lignées AtMYB30ox AtMYB96ox le niveau d’induction d’AtMYB30ox. 
L’interaction des 2 protéines peut également améliorer la capacité de liaison des 2 TF sur leurs cis-
éléments, expliquant que le niveau d’induction des gènes cibles soit supérieur dans les lignées 
AtMYB30ox AtMYB96ox à celui mesuré dans AtMYB30ox. 
 
(iii) AtMYB30 et AtMYB96 en compétition pour la régulation de l’activité des gènes PAS2, 
CER2 et CER3 (Figure 71A). Ces gènes sont surexprimés chez AtMYB30ox, régulés négativement chez 
AtMYB96ox, et non affectés dans AtMYB30ox AtMYB96ox. A la différence du second groupe, la 
surexpression des 2 TF n’a pas d’effet sur le niveau d’induction de ces gènes. Dans ce cas, on peut 
supposer qu’AtMYB30 et AtMYB96 sont en compétition pour la fixation sur les éléments cis des 
promoteurs, la répression par AtMYB96 compensant l’activation par AtMYB30. 
 
 
D’autres cibles pour AtMYB96 et le complexe AtMYB30-AtMYB96 ? 
Au vu de ces modèles, la régulation des cibles d’AtMYB30 par AtMYB96 semble complexe. De 
plus, elle ne permet pas d’expliquer simplement les phénotypes HR et résistance observés dans les lignées 
AtMYB96ox. Il est donc probable qu’AtMYB96 possède des cibles différentes de celles d’AtMYB30. 
C’est pourquoi l’analyse des cibles d’AtMYB96 sans a priori par ChIP-Seq permettra de mieux 
comprendre le mode d’action d’AtMYB96. Différents modèles peuvent néanmoins être proposés afin de 
rendre compte du rôle d’AtMYB30 et d’AtMYB96 dans la HR et résistance. 
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Figure 72 : Propositions de modèles de régulation d’AtMYB30, d’AtMYB96 et du complexe AtMYB30-
AtMYB96 pour expliquer leurs rôles dans le contrôle de la HR et de la résistance.
A. Les 3 acteurs AtMYB30, AtMYB96 et AtMYB30-AtMYB96 régulent des voies de signalisation différentes 
conduisant à l’activation de la mort cellulaire.
B. L’interaction entre les 2 facteurs de transcription jouerait un rôle central dans la (ou les) voie(s) de 
signalisation activée(s) par l’action d’AtMYB30 et d’AtMYB96.
C. AtMYB30 et AtMYB96 seraient des composantes d’une cascade transcriptionnelle de facteurs MYB 
conduisant au déclenchement de la HR.
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(i) Les cibles d’AtMYB30, d’AtMYB96 et AtMYB30-AtMYB96 sont différentes et 
indépendantes (Figure 72A). Dans ce cas AtMYB30 et AtMYB96 activeraient des voies de 
signalisation différentes conduisant à la mort cellulaire hypersensible et la résistance. Afin d’expliquer 
l’effet additif observé en termes de phénotype, on peut envisager que (i) ces différentes voies de 
signalisation soient interconnectés par des réseaux de régulateurs situés en aval de l’activation des cibles 
par AtMYB30 et AtMYB96. En effet de tels régulateurs ont été caractérisés pour les voies SA, JA, et ET 
(Li et al., 2004; Meyer et al., 2008; Spoel et al., 2007). (ii) Ces différentes voies seraient indépendantes 
mais participeraient toutes deux à l’établissement du même phénotype, la mort cellulaire hypersensible. 
En faveur de la 1ère hypothèse, le phénotype non affecté d’AtMYB96ko pourrait être expliqué par l’absence 
de rétrocontrôle négatif sur AtMYB30. 
 
(ii) AtMYB30 et AtMYB96 ont des cibles communes activées par l’interaction des 2 TF (Figure 
72B). Dans ce cas, AtMYB30 et AtMYB96 auraient des cibles différentes au sein d’une même voie. Le 
complexe AtMYB30-AtMYB96 activerait des cibles communes aux 2 TF qui joueraient un rôle central 
dans le contrôle de la HR, de la même façon que le complexe MYB-bHLH-WD40 régulant la 
différenciation des trichomes. Une étude récente a en effet montré que la liaison in vivo des TF GL1, GL3 
et TTG1, appartenant au même complexe protéique sur des promoteurs cibles communs, suggérant qu’ils 
agissent de concert pour activer les gènes en aval afin de réguler la différenciation cellulaire des trichomes 
(Zhao et al., 2008). 
 
(iii) AtMYB30 et AtMYB96 appartiennent à une cascade de régulation dont AtMYB30 est la 
première composante (Figure 72C). AtMYB30 activerait ses cibles, et parmi elles, AtMYB96, qui a 
son tour activerait ses cibles et exercerait en outre un rétrocontrôle négatif sur l’expression d’AtMYB30. 
L’activation d’AtMYB96 par AtMYB30 favorise l’interaction entre les 2 protéines, et l’activation des 
gènes cibles du complexe, conduisant à la HR. Ce type de cascade transcriptionnelle a été mise en 
évidence récemment entre différents facteurs MYB dans la régulation de la formation de la paroi 
secondaire (Zhong and Ye, 2009). De plus, on peut envisager que d’autres facteurs de type MYB 
interviennent dans cette régulation, puisque l’expression de certains gènes MYB est induite rapidement au 
cours d’une interaction incompatible, de la même façon qu’AtMYB30 et AtMYB96.  
 
 
Rôle(s) de l’interaction physique entre AtMYB30 et AtMYB96 
AtMYB30 et AtMYB96 ne régulent pas les mêmes cibles lorsqu’ils sont surexprimés seuls, 
cependant les gènes cibles d’AtMYB30 sont régulés positivement lorsque les 2 TF sont surexprimés, 
suggérant un rôle de l’interaction physique des 2 TF sur la régulation des cibles, comme nous l’avons 
évoqué précédemment. Bien que nous ne connaissions pas avec précision les domaines d’interaction entre 
les 2 protéines, il est connu que les facteurs MYB interagissent avec d’autres MYB ou d’autres protéines 
par l’intermédiaire de leur domaine MYB (Grotewold et al., 2000; Quattrocchio et al., 2006; Wang et al., 
2008b; Zimmermann et al., 2004). On peut donc envisager que la formation du complexe AtMYB30-
AtMYB96 impliquant leurs domaines MYB, neutralise l’un ou l’autre des TF pour une liaison à des 
promoteurs cibles. Cette interprétation pourrait expliquer la levée de répression d’AtMYB96 sur les cibles 
d’AtMYB30. Dans ce cas, l’interaction physique d’AtMYB30 avec AtMYB96 limiterait la fixation 
d’AtMYB96 sur sa cible.  
Discussion générale et perspectives 
 
 
 161 
Afin de vérifier cette hypothèse, la recherche des domaines d’interaction entre AtMYB30 et AtMYB96 
sont en cours par l’utilisation du système double hybride (Joanne Cannone et Susana Rivas, données non 
montrées) et leur identification sera confirmée par FLIM chez N. benthamiana et Arabidopsis. De plus, 
des expériences de trans-activation d’AtMYB30 co-infiltré avec différentes formes tronquées 
d’AtMYB96 (et vice versa) permettront de mieux connaître le mode de fonctionnement du complexe 
transcriptionnel AtMYB30-AtMYB96 lors de l’activation transcriptionelle de ces gènes cibles. 
D’autre part, la recherche d’autres interacteurs transcriptionnels du complexe AtMYB30-
AtMYB96 pourra être envisagée. En effet, nous avons vu que 11 autres gènes MYB sont co-exprimés avec 
AtMYB30 et AtMYB96 au cours d’une infection avec Xcc147. Ces gènes pourraient potentiellement 
interagir avec AtMYB30 et AtMYB96. L’interaction entre plusieurs facteurs de transcription au sein d’un 
même complexe peut moduler l’activité transcriptionnelle de ce complexe. En effet, les interactions 
protéines-protéines entre des facteurs activateurs ou inhibiteurs créent un réseau d’interactions complexes 
modulant la réponse de la plante (Pesch and Hulskamp, 2009). Des régulateurs positifs forment un 
complexe trimérique dans lequel une protéine WD40 et une protéine MYB interagissent simultanément 
avec une protéine bHLH (Kirik et al., 2005; Zhang, 2003). Des inhibiteurs neutralisent la fonction de ce 
complexe en entrant en compétition avec le facteur MYB pour son interaction avec le TF bHLH, rendant 
ainsi le complexe inactif (Bernhardt et al., 2003; Esch et al., 2003; Payne et al., 2000). Récemment, des 
expériences de ChIP ont révélé la liaison de TCL1 sur la région promotrice de GL1, proposant ainsi que la 
liaison directe des inhibiteurs à l’ADN puisse aussi réguler l'expression des gènes (Wang et al., 2007). Ce 
type de complexe pourrait expliquer le profil d’expression des gènes cibles d’AtMYB30 et d’AtMYB96. 
Ces derniers sont induits une à deux heures après inoculation, de façon concomitante au pic d’expression 
d’AtMYB30 et AtMYB96, puis réprimés afin d’atteindre leur niveau d’expression basal. On peut 
supposer qu’AtMYB30 et AtMYB96 activeraient des gènes codant pour des répresseurs de l’expression 
de leurs gènes cibles, agissant soit par répression directe, soit par compétition au niveau du complexe 
transcriptionnel. 
  Enfin d’autres types d’interacteurs, qui ne seraient pas des facteurs de transcription pourraient 
réguler le complexe protéique AtMYB30-AtMYB96 au niveau post-traductionnel, comme nous l’avons 
déjà proposé pour AtMYB30. 
  
 
Perspectives  
AtMYB30 et AtMYB96 collaborent ensemble pour réguler l’initiation de la mort cellulaire hypersensible 
et la résistance. Ils font partie d’un complexe transcriptionnel dans lequel pourraient intervenir d’autres 
membres de la famille des facteurs MYB, co-régulés avec AtMYB30 et AtMYB96, mais également 
d’autres types de régulateurs modulant l’activité de ce complexe. 
Afin d’identifier d’autres partenaires de ce complexe, plusieurs stratégies avec et sans a priori peuvent 
être mises en place : 
- L’analyse de mutants affectés pour d’autres gènes MYB, co-régulés avec AtMYB30 et AtMYB96, 
au cours d’une interaction incompatible, sera initiée prochainement (Mickael Pata). Si cette 
analyse montre l’implication d’un autre gène MYB dans le contrôle de la mort cellulaire 
hypersensible, il sera envisagé de réaliser des triples mutants. 
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- La co-purification de complexes protéiques par la technique de TAP-tag (Tandem Affinity 
Purification tagging) (Rigaut et al., 1999; Rohila et al., 2004). Cette approche est déjà en cours de 
mise au point pour l’identification des interacteurs d’AtMYB30 (Susana Rivas, données non 
publiées). La même approche pourrait être envisagée pour identifier les interacteurs d’AtMYB96 
et du complexe AtMYB30-AtMYB96 par l’utilisation des lignées simples et doubles sur-
expresseurs. 
- Un crible double hybride dans la levure avec AtMYB96 comme protéine appât, et un crible triple 
hybride afin d’identifier préférentiellement les partenaires du complexe AtMYB30-AtMYB96. 
 
De plus, les domaines d’interaction entre les 2 protéines devront être identifiés afin de connaître le rôle de 
l’interaction physique dans la régulation des gènes cibles. Pour cela, plusieurs expériences sont en cours : 
- la détermination des domaines d’interaction par double hybride chez la levure (Joanne Cannone et 
Susana Rivas) 
- la validation de l’interaction in vivo par FLIM chez N. benthamiana et A. thaliana 
- enfin la validation fonctionnelle par des expériences de trans-activation d’AtMYB30 co-infiltrée 
avec les différentes formes tronquées d’AtMYB96 (et vice versa).  
- A plus long terme,  on pourra envisager de réaliser des lignées transgéniques constituées des 
différents domaines d’interactions des 2 protéines, afin de valider in vivo leurs effets sur leurs 
cibles. 
 
L’analyse avec a priori des cibles d’AtMYB30 a montré qu’AtMYB96 seul régulait négativement de 
nombreux gènes cibles d’AtMYB30, peut-être en raison de la régulation négative d’AtMYB96 sur 
AtMYB30. A l’inverse, la co-expression des deux TF AtMYB30-AtMYB96 régule positivement la 
plupart des gènes cibles d’AtMYB30. Cependant cette analyse ne permet pas de conclure sur le mode 
d’action d’AtMYB96 dans le contrôle de la mort cellulaire. Pour répondre à cette question, des outils ont 
déjà été mis en place et seront développés dans les prochains mois : 
- La génération de lignées inductibles AtMYB96-RGRBD devrait nous renseigner sur les cibles 
putatives directes d’AtMYB96. Cependant, nous avons évoqué quelques limites de cette stratégie 
précédemment donc  
- en parallèle, des expériences de ChIP-seq sont en cours de développement au laboratoire (Mickael 
Pata), qui permettront de confirmer les résultats qui seront obtenus avec les lignées inductibles. 
- Des premières analyses, réalisées par expression transitoire chez N. benthamiana, d’activation du 
promoteur du gène KCS1 par AtMYB96 ont été menées afin d’identifier les cis-éléments 
nécessaires à l’activité transcriptionnelle d’AtMYB96, qui seront confirmés par gel retard. 
- Des lignées AtMYB30ox dans le fond génétique AtMYB96ko, et inversement, sont en cours de 
génération (actuellement en génération T3) et seront utilisées afin d’améliorer notre 
compréhension du rôle d’AtMYB30 sur le contrôle transcriptionnel des cibles d’AtMYB96 et 
inversement, en s’affranchissant du contrôle exercé de l’un sur l’autre.  
 
 
 
 
 
 
Figure 73 : Schéma récapitulant les différentes hypothèses expliquant comment AtMYB30 
pourrait réguler la mort cellulaire et la résistance par le biais des VLCFA ou de leurs dérivés. 
Les flèches pleines représentent des relations pour lesquelles des preuves expérimentales existent, les 
flèches en pointillés des relations hypothétiques.
PM : Membrane plasmique
Paroi cellulaire
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3. AtMYB30 régule le métabolisme des VLCFA  
 
AtMYB30, un nouveau régulateur de la voie des VLCFA 
La régulation de la voie de biosynthèse des VLCFA et de leurs dérivés est encore peu connue. Quelques 
régulateurs ont été identifiés concernant principalement  la synthèse des cires. Un seul facteur de 
transcription a été identifié en tant que régulateur de cette voie. Le TF WIN1/SHN1 active des gènes 
codant des enzymes de biosynthèse de la cutine comme par exemple LACS2 et des gènes de biosynthèse 
des cires, régulant ainsi positivement l’accumulation d’alcanes dans la cuticule des feuilles. Cependant, le 
contrôle de la formation des cires par WIN1/SHN1 pourrait être indirect et pourrait réquisitionner des 
facteurs de transcription supplémentaires agissant en aval de WIN1/SHN1 (Kannangara et al., 2007a). 
Récemment il a été découvert chez Arabidopsis une nouvelle voie de régulation contrôlant l'accumulation 
de cires épicuticulaires. La composante clé de cette voie est la ribonucléase CER7, une sous-unité 
principale de l'exosome impliquée dans la dégradation d’ARN. La cible putative de cette ribonucléase est 
un ARN messager codant pour un répresseur de la transcription du gène CER3, gène majeur de la 
biosynthèse des cires (Hooker, 2007). 
AtMYB30 aurait donc un rôle de régulateur clé de cette voie, puisqu’il régule positivement l’ensemble 
des enzymes appartenant au complexe élongase provoquant une augmentation de la production de 
VLCFA dans la cellule. 
 
 
Quel(s) rôle(s) jouent les VLCFA dans le contrôle de la mort cellulaire 
hypersensible médiée par AtMYB30 ? 
L’analyse biochimique de lignées mutantes saines et inoculées par une souche avirulente de Pst a 
révélé qu’AtMYB30 induit une synthèse préférentielle d’acides gras poly-insaturés au détriment des 
acides gras saturés, et promeut la synthèse de VLCFA. Une analyse génétique a permis de montrer que le 
phénotype HR médié par AtMYB30 est dépendant uniquement de la présence des AG essentiels à la 
synthèse des VLCFA. En effet, seule la mutation fatb-ko, codant pour une acyl-ACP thioesterase et 
responsable de l’export des acides gras C16 et C18 du chloroplaste au réticulum endoplasmique, est 
capable d’abolir le phénotype HR accéléré d’AtMYB30ox, alors que des mutations touchant des voies 
chloroplastiques de ce métabolisme (fad6, ssi2, act1) affectent très peu le phénotype des plantes 
AtMYB30ox. Dès lors, quel peut-être le rôle des VLCFA dans le contrôle de la mort cellulaire 
hypersensible médiée par AtMYB30 (Figure 73)? 
 
Les VLCFA, des molécules signal bio-actives ? 
L’étude génétique préliminaire du simple et double mutant cer10 AtMYB30ox a permis de confirmer le 
rôle essentiel des VLCFA dans le contrôle du phénotype mort cellulaire d’AtMYB30, confirmant les 
données antérieurement acquises grâce à l’utilisation de la mutation fatB. On pourrait donc envisager que 
les VLCFA eux-mêmes jouent le rôle de molécules signal. Une étude portant sur ELOVL4, protéine de la 
famille des élongases impliquée dans la synthèse des VLCFA dans les cellules humaines révèle que des 
mutations dans cette protéine peuvent altérer sa localisation (dans le RE) et provoquer l’apoptose (Kiran 
et al., 2004). Chez les plantes, une étude récente suggère le rôle du complexe élongase dans le contrôle de 
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la mort cellulaire (Reina-Pinto et al., 2009). Les auteurs ont montré que l'expression épidermique de 
FAE1 (FATTY ACID ELONGATION1), la protéine KCS spécifique de la graine qui catalyse de façon 
limitante la première étape de biosynthèse VLCFA, induit la mort cellulaire dans des cellules de trichome 
(Reina-Pinto et al., 2009). Cependant, on ne peut exclure que dans ce cas, le phénotype mort cellulaire 
observé pourrait être davantage lié à une toxicité qu’à un véritable contrôle du programme de mort 
cellulaire, du fait de l’expression ectopique de la protéine.  
  
Les cires épicuticulaires ont-elles un rôle dans la résistance conférée par AtMYB30? 
A l’inverse, les cires épicuticulaires semblent jouer un rôle mineur dans le phénotype conféré par la 
surexpression d’AtMYB30. Bien qu’AtMYB30 contrôle l’activation de gènes associés à la biosynthèse des 
cires, sa dérégulation ne semble pas changer de façon majeure la composition, la quantité et la qualité des 
cires épicuticulaires. L’activation de la voie des VLCFA par AtMYB30 ne serait donc pas destinée à 
former des cires épicuticulaires. Il faut toutefois noter que les composés épicuticulaires semblent jouer un 
rôle important dans la défense des plantes (pour revue Reina-pinto, 2009). On ne peut donc pas exclure un 
rôle même mineur, de ces composés dans le contrôle de la résistance par AtMYB30. Pour cela, le 
phénotype « résistance » des doubles mutants « cires » AtMYB30ox sera caractérisé, afin d’évaluer le rôle 
de ces composés dans la défense médiée par AtMYB30.  
 
Les sphingolipides, des signaux de mort cellulaire générés via AtMYB30 ? 
Chez les animaux, les sphingolipides (sphingosine-céramide) ont un rôle bien connu dans le contrôle de 
l’apoptose, selon le modèle du « rhéostat des sphingolipides » : (i) sphingosine et céramide jouant un rôle 
dans la signalisation intracellulaire à l’origine du déclenchement de la mort cellulaire et (ii) la 
sphingosine-1-phophate et ceramide-1-phospate participant à l’inhibition de l’apoptose  (pour revue 
(Chalfant, 2005; Gomez-Munoz, 2006; Taha et al., 2006b)). De même, une PCD est induite chez les 
mutants acd5 et erh par disruption respectivement d’une céramide kinase, qui convertit les céramides dans 
leur forme phosporylée, et d’une IPC synthase, qui convertit les céramides en 
inositolphosophorylceramide (Liang et al., 2003; Wang, 2008). D’autre part, les sphingolipides pourraient 
également jouer un rôle dans la résistance puiqu’une étude récente a montré que la biosynthèse des 
sphingolipides, impliquant notamment la première étape de biosynthèse des LCB, était nécessaire à la 
résistance non-hôte de N. benthamiana contre Pseudomonas cichorii (Takahashi et al., 2009). 
Le rôle des sphingolipides dans la mort cellulaire médiée par AtMYB30 semble cependant encore difficile 
à définir, sur la base des données accumulées à ce jour.  
(i) L’étape de biosynthèse des céramides, via les céramide synthases, pourrait être une des étapes clé du 
métabolisme lipidique impliquée dans la mise en place de la HR via AtMYB30, cependant les résultats 
préliminaires acquis semblent indiquer que la disruption de ces céramide synthases associée à la 
surexpression d’AtMYB30 provoque une augmentation du phénotype HR. Comme évoqué 
précédemment, ce phénotype pourrait être expliqué par la sur-accumulation de LCB. Le phénotypage de 
doubles lignées lohox AtMYB30ox (actuellement en cours de génération) devrait permettre de faire la 
lumière sur le rôle des céramide synthases.  
(ii) Une analyse de la composition en AG, réalisée dans les différentes lignées transgéniques d’AtMYB30 
en condition d’infection ou non, n’avait pas permis de détecter des changements significatifs en VLCFA. 
A l’inverse, en utilisant une méthode d’extraction des sphingolipides, une augmentation significative de la 
teneur en VLCFA de la fraction sphingolipidique dans les lignées AtMYB30ox avait été détectée en 
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comparaison avec l’écotype sauvage et les lignées AtMYB30ko. Cet effet est de plus amplifié au cours 
d’une interaction incompatible. Ceci suggère qu’AtMYB30 active la synthèse de VLCFA et leur 
utilisation pour générer un signal de nature sphingolipidique.  
Il est donc nécessaire d’approfondir ce point par différentes approches génétiques et lipidomiques, 
évoquées plus loin. 
 
Les rafts lipidiques participent-ils à l’assemblage des composantes d’une voie de mort cellulaire ? 
Nous ne possédons pas à l’heure actuelle d’informations quant au mode de stockage des sphingolipides, 
mais on peut toutefois supposer qu’au-delà d’une augmentation de la teneur soluble, les membranes du 
RE et/ou de l’appareil de Golgi soient enrichies en VLCFA chez les plantes AtMYB30ox. L’inoculation 
activerait le relarguage des VLCFA contenus dans les membranes en un signal régulant positivement la 
mort cellulaire. Ce type de mécanisme a déjà été mis en évidence pour les phospholipides membranaires 
générés par les phospholipases (La Camera, 2004; Rietz et al., 2004; Yamaguchi et al., 2009). 
Au delà du rôle de signalisation, les VLCFA peuvent participer à la réorganisation membranaire. 
L’assemblage de complexes protéiques impliqués dans l’exécution de la mort cellulaire peut être régulé 
par la formation de « rafts » lipidiques dans les cellules animales (Muppidi et al., 2004). Il s’agit de plate-
formes membranaires fortement enrichies en céramides et en cholestérols. Dans les systèmes animaux, ces 
structures interviennent notamment dans le contrôle de l’infection par les agents pathogènes (Manes et al., 
2003). Ces plateformes servent de sites d’oligomérisation des récepteurs et de formation de complexes 
moléculaires à l’origine de la transduction de signaux apoptotiques en réponse à divers stress cellulaires 
tels que les UV, les radiations , les traitements chimiothérapeutiques et les récepteurs de mort (Morales et 
al., 2007). Un certain nombre de preuves indirectes suggèrent l’existence de tels « rafts » lipidiques chez 
les plantes, dont le Tabac (Mongrand et al., 2004). Par conséquent et de façon analogue, l’activation de la 
synthèse de VLCFA dans les plantes AtMYB30ox pourrait modifier la composition et/ou la structure de « 
rafts » lipidiques permettant l’assemblage de complexes protéiques impliqués dans l’exécution de la mort 
cellulaire. 
 
 
Perspectives 
Il ne fait nul doute de l’implication des VLCFA dans le contrôle de la mort cellulaire médié par 
AtMYB30. Cependant des expériences complémentaires devront être menées afin d’identifier le devenir 
de ces composés. Pour cela, l’analyse génétique débutée devra être approfondie par l’étude du phénotype 
de résistance et par une quantification de la mort cellulaire des doubles mutants, notamment pour 
déterminer le rôle des cires dans ce phénotype. Par ailleurs la caractérisation des doubles mutants LOHox 
AtMYB30ox et erh AtMYB30ox, devrait nous permettre de mieux comprendre le rôle des céramide 
synthases et des céramides dérivés dans le contrôle de la mort cellulaire. 
Une analyse lipidomique des espèces sphingolipidiques dans les différentes lignées, associée à l’analyse 
génétique précédemment évoquée, pourra nous renseigner sur les espèces s’accumulant en amont de la 
HR, et sur le rôle de ces molécules dans la HR médiée par AtMYB30. 
Enfin, une analyse pharmacologique est envisagée consistant à utiliser différents inhibiteurs de la 
biosynthèse des sphingolipides, tels que la myriocine (He et al., 2004) qui bloque la première étape de 
biosyntèse des LCB, et la fumonisine B1 qui bloque l’activité des céramide synthases (Desai et al., 2002). 
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Figure 74 : AtMYB30, un régulateur de différentes PCD au cours du développement de la plante?
AtMYB30 est un régulateur positif de la mort cellulaire hypersensible, impliquant un partenaire protéique 
AtMYB96, afin de réguler des gènes de la voie de biosynthèse des VLCFA. Ces mêmes gènes sont régulés au 
cours de l’embryogénèse par AtMYB30, suggérant un rôle de régulateur pour AtMYB30 de cette voie qui 
implique également une PCD. Cependant le lien direct entre AtMYB30 et la PCD au cours du développement 
embryonnaire n’a pas encore été identifié. Par ailleurs AtMYB30 régule négativement la sénescence qui pourrait 
faire intervenir les brassinostéroïdes (BR) connus pour réguler la sénescence et dont la régulation par AtMYB30 
vient d’être montrée, faisant intervenir un autre interacteur d’AtMYB30, BES1. AtMYB30 serait donc un « nœud »
de régulation de différentes PCD, qui pourraient être modulées par l’intervention de différents partenaires.
BR : brassinostéroïdes; AtGST1 : gluthatione-S-transférase
Discussion générale et perspectives 
 
 
 166 
4. AtMYB30, un facteur transcriptionnel clé ? 
 
AtMYB30 et les programmes de mort cellulaire  
AtMYB30 et la mort cellulaire hypersensible 
L’étude des lignées AtMYB30ox a révélé d’une part qu’AtMYB30 régule positivement la mort 
cellulaire hypersensible et d’autre part qu’AtMYB30 joue un rôle important dans la résistance à la 
maladie chez Arabidopsis et le Tabac. En effet, dans les lignées AtMYB30ox, l’accélération de la HR est 
corrélée à une sur-induction des gènes de défense tels PR1 et à une diminution de la croissance 
bactérienne de souches virulentes et avirulentes de Ralstonia, Pseudomonas et Xanthomonas. De plus, des 
essais préliminaires réalisés avec le virus de la mosaïque du Tabac ont mis en évidence l’apparition d’un 
plus grand nombre de zones nécrotiques chez une lignée sens par rapport à une lignée témoin, signe d’une 
amplification du processus de mort cellulaire associée à la sur-expression d’AtMYB30 (Vailleau, 2002). 
De même la co-infiltration des agrobactéries exprimant AvrRpt2 avec la construction p35S:AtMYB30-TAP 
induit une HR plus forte qui apparaît plus précocement que dans le cas de la co-infiltration avec la 
construction témoin p35S:GUS-TAP ce qui valide la fonctionnalité d’AtMYB30 comme régulateur de la 
mort cellulaire.  
AtMYB30 semble également avoir un rôle important dans l’établissement de la résistance, dans le 
cas des micro-organismes pathogènes dits biotrophes, dont le développement est affecté par la mort des 
cellules hôtes. En effet les lignées AtMYB30ox  montrent une résistance accrue aux souches virulentes et 
avirulentes de Ralstonia, de Pseudomonas et de Xanthomonas, bactéries pathogènes biotrophes ou 
hémibiotrophes. Cependant il est connu que pour des microorganismes nécrotrophes, tels Botrytis et 
Sclerotinia, la HR est dans ce cas favorable au développement de ces champignons (Govrin and Levine, 
2000). Dans le cas d’AtMYB30, il a été montré de façon intéressante que la dérégulation de son 
expression n’affecte pas la réponse à Sclerotinia sclerotiorum. Ce résultat suggère peut-être l’existence 
d’un découplage entre la résistance et la mort cellulaire médiée par AtMYB30, dans le cadre de 
l’interaction Arabidopsis/S. sclerotiorum. 
 
AtMYB30 et les programmes développementaux de mort cellulaire (Figure 74) 
Le rôle d’AtMYB30 n’est pas limité à la mort cellulaire associée aux interactions plantes-agents 
pathogènes. En effet, l’étude de son expression a montré qu’il était induit pendant le développement 
précoce de la plante, notamment au cours de la transition globulaire-cœur de l’embryon. Or les 
programmes de mort cellulaire jouent un rôle crucial au cours du développement de l’embryon (Rogers, 
2008). Alors que les mécanismes d’exécution des PCD sont connus (Filonova et al., 2002) (Filonova et 
al., 2002), il existe peu de données concernant les régulateurs ou les types de signaux qui déclenchent la 
mort cellulaire. AtMYB30 pourrait donc être un de ses régulateurs conduisant à la mise en place des PCD 
dans l’albumen. En effet, le profil d’expression d’AtMYB30 est très spécifique et transitoire au cours de 
la transition globulaire-cœur de la graine, ce qui suggère un rôle de régulateur, de plus il induit 
l’expression de gènes cibles putatifs relatifs à la voie de biosynthèse des VLCFA. On peut donc supposer 
que comme dans le cadre de la HR, AtMYB30 active cette voie afin de générer un ou des signaux de mort 
cellulaire de nature lipidique, notamment dérivés des VLCFA. Cependant nous ne pouvons exclure que 
les VLCFA produits dans la graine sous l’action d’AtMYB30 aient d’autres rôles que celui de 
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signalisation et que son action soit découplée ou différente de celle d’une activation de la régression de 
l’albumen par PCD. AtMYB30 pourrait par exemple activer la synthèse des VLCFA dans la graine, 
nécessaires à la formation de la graine et à son métabolisme.  
D’autre part, l’implication d’AtMYB30 dans la mort cellulaire associée à la sénescence foliaire 
est également claire, puisque les phénotypes obtenus lors de l’étude des lignées transgéniques sur-
exprimant en orientation sens et antisens AtMYB30 dans le Tabac et Arabidopsis suggèrent un rôle pour 
AtMYB30 de régulateur négatif de ce processus (Daniel, 1999). L’absence d’expression de ce gène lors 
de la sénescence des feuilles d’Arabidopsis conforte l’hypothèse selon laquelle la sénescence foliaire 
requiert la répression d’AtMYB30, et que sa surexpression retarde la sénescence foliaire. De la même 
manière, la surexpression de C-MYB inhibe la différenciation cellulaire, alors qu’il n’est pas exprimé au 
cours de ce processus (Clarke et al., 1988). Chez les plantes, certains TF sont également impliqués dans la 
régulation des 2 processus : résistance aux agents pathogènes et sénescence. En effet, WRKY6 et WRKY53 
sont induits au cours de la résistance basale, mais aussi au cours de la sénescence (Miao et al., 2004; 
Robatzek and Somssich, 2001). WRKY53 interagit avec le régulateur ESR⁄ ESP (EPITHIOSPECIFYING 
SENESCENCE REGULATOR) et ils exercent des effets antagonistes sur la signalisation SA et JA au 
cours de la sénescence (Miao and Zentgraf, 2007). Comme AtMYB30, AtMYB70 semble jouer un rôle 
antagoniste dans le contrôle de la résistance aux agents pathogènes et la sénescence dont il est un 
régulateur négatif (Ulker et al., 2007). Par ailleurs des homologues de gènes de cystéines protéases de 
type cathepsines, requises au cours de l’apoptose chez les animaux ont été identifié chez N. benthamiana 
(Gilroy et al., 2007) et chez A. thaliana. Les gènes de la famille cathepsines B jouent un rôle dans la 
résistance basale, dans la mort cellulaire hypersensible et dans la sénescence (McLellan et al., 2009). Ce 
gène pourrait donc représenter un élément commun à plusieurs types de PCD chez les plantes, rôle que 
l’on pourrait également envisager pour AtMYB30. Par ailleurs, la découverte récente du rôle d’AtMYB30 
dans la régulation des brassinostéroïdes permet d’envisager le rôle d’AtMYB30 dans la sénescence via les 
brassinostéroïdes. En effet, le rôle positif des brassinostéroïdes dans le contrôle de la sénescence a été 
découvert chez Arabidopsis et la Tomate (Altmann, 1998; Vidya Vardhini and Rao, 2002). Le facteur de 
transcription du Riz OsMADS22 est un régulateur négatif de la réponse aux brassinostéroïdes et sa 
surexpression provoque un retard de sénescence, confirmant le rôle des brassinostéroïdes dans le contrôle 
de la sénescence (Lee et al., 2008). Enfin, le gène AtGST10 codant pour une gluthatione-S-transférase a 
été identifié comme interacteur du récepteur des brassinostéroïdes BAK1. De façon intéressante, comme 
dans les mutants AtMYB30ko, la disruption du gène AtGST10 par interférence d’ARN cause une 
accélération de la sénescence (Ryu et al., 2009). Or la recherche d’interacteurs d’AtMYB30 par une 
approche protéomique a permis d’identifier BAK1 comme un interacteur potentiel d’AtMYB30 (Froidure 
S., communication personnelle). L’ensemble de ces données suggère qu’AtMYB30 pourrait réguler la 
sénescence via une signalisation BAK1 dépendante. Afin de valider cette hypothèse, l’interaction entre 
AtMYB30 et BAK1 devra être confirmée in vivo par FLIM, puis le phénotype du double mutant bak1 
AtMYB30ko pourra nous renseigner sur le rôle de la signalisation des brassinostéroïdes dans le phénotype 
« sénescence » d’AtMYB30.  
 
 
AtMYB30, gène clé dans la résistance des plantes aux agents pathogènes ? 
L’ensemble des élèments mettant en lumière les fonctions d’AtMYB30 dans la résistance chez 
Arabidopsis sont résumés sur la Figure 75. 
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Figure 75 : AtMYB30, un régulateur clé de la résistance chez Arabidopsis.
Suite à un évènement de reconnaissance entre la protéine de résistance et la protéine d’avirulence, AtMYB30 est 
induit. Les mécanismes de régulation de l’expression d’AtMYB30 n’ont pas encore été élucidés. AtMYB30 active 
alors des gènes de la voie de biosynthèse des VLCFA, qui via un signal lipidique encore inconnu pourrait activer la 
mort cellulaire. Des interacteurs d’AtMYB30, AtMYB96 et PLA2 semblent réguler l’activité transcriptionnelle de ce 
dernier. Par ailleurs, la modulation de la réponse pourrait être également régulée par des mécanismes de 
stabilisation ou de dégradation d’AtMYB30 via la sumoylation et/ou l’ubiquitination. Au delà de son rôle dans la 
résistance spécifque, AtMYB30 pourrait moduler la résistance basale via BAK1. Enfin, AtMYB30 serait une cible d’au 
moins un effecteur de Xanthomonas, XopD une sumo protéase qui régule l’activité transcriptionnelle d’AtMYB30. Ces 
résultats suggèrent donc un rôle prépondérant d’AtMYB30 dans la résistance chez Arabidopsis.
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Quel type de résistance régulé par AtMYB30 ? 
On peut se poser la question du rôle d’AtMYB30 dans les différents types de résistances. En effet, 
certains régulateurs peuvent être spécifiques de la résistance basale ou de la résistance gène-pour-gène. 
Par exemple, les facteurs WRKY11 et WRKY17 joue le rôle de régulateurs négatifs de la résistance 
basale à Pst  (Journot-Catalino et al., 2006). A la différence de ceux-ci, la sur-expression de Pti1 
provoque une résistance accrue à Pseudomonas syringae pv. tabaci portant le gène d’avirulence AvrPto, 
mais ne modifie pas la réponse à la souche virulente correspondante (Zhou et al., 1995b). 
Les éléments dont nous disposons à l’heure actuelle indiquent une intervention d’AtMYB30 dans 
la résistance spécifique, notamment du fait que ce gène a été identifié pour son induction spécifique d’une 
interaction avec une bactérie pathogène avirulente (Lacomme and Roby, 1999). Mais AtMYB30 jouerait 
également un rôle dans la résistance basale: les plantes AtMYB30ox montrent des lésions de type HR et 
une résistance accrue aux souches virulentes DC3000 de Pst et K60 de Ralstonia. De plus récemment, Li 
et al. ont proposé qu’AtMYB30 serait une cible putative directe de BES1, un activateur transcriptionnel 
de la réponse aux brassinostéroïdes, et amplifierait la signalisation des brassinostéroïdes en aidant BES1 à 
activer ses gènes cibles en aval (Li et al., 2009). Or  BAK1 (BRI1-associated receptor kinase), récepteur 
kinase de type LRR, exerce un rôle de  (i) régulateur positif de la perception de PAMP influençant la 
résistance basale ainsi que de la résistance spécifique (Chinchilla et al., 2007), et de (ii) régulateur du 
récepteur hormonal BRI1 en activant l’expression de 2 facteurs de transcription BES1 et BZR1 (Li et al., 
2002). Au vu de ces résultats, on peut envisager qu’AtMYB30 puisse être un « nœud », de même que 
BAK1,  de la signalisation des brassinostéroïdes, et de la résistance basale et spécifique. En faveur de 
cette hypothèse, des résultats préliminaires effectués dans l’équipe montrent que BAK1 et AtMYB30 
interagiraient physiquement permettant la relocalisation de BAK1 situé sur la membrane plasmique, dans 
le noyau. 
 
Quel(s) rôle(s) pour le complexe de perception dans la régulation d’AtMYB30 ? 
Une hypothèse attractive pour AtMYB30 consisterait à penser qu’il pourrait être directement activé par 
des protéines de résistance, localisées dans le noyau. Par exemple la protéine R MLA10, impliquée dans 
l’interaction Orge/Blumeria graminis sp hordei, interagit physiquement in vivo avec 2 facteurs de 
transcription WRKY (HvWRKY1 et HvWRKY2) dans le noyau, suggérant que ces TF seraient les cibles 
du complexe de perception (Shen et al., 2007). On peut également supposer qu’AtMYB30 soit 
directement activé par des protéines kinases, étant probablement soumis à phosphorylation in vivo (Rivas 
S., communication personnelle). En effet, une fois activées, les MAP kinases peuvent être transportées 
dans le noyau où elles phosphorylent des facteurs de transcription. On peut citer l’exemple de WRKY25 et 
WRKY33, induits en réponse à une souche avirulente de Pst qui seraient phosphorylés via MSK1, une 
cible directe de la MAP kinase 4 (Andreasson et al., 2005). L’interaction entre MAPK4, WRKY33 et le 
co-facteur MKS1 a été démontrée (Qiu et al., 2008a). En l’absence d’agent pathogène, MAPK4 est 
inactive et s’associe à WRKY33 et MKS1 dans le noyau. A l’inverse, la reconnaissance d’un agent 
pathogène déclenche la phosphorylation de MAPK4 qui ainsi activée, phosphoryle MKS1, provoquant la 
libération de WRKY33 du complexe (Qiu et al., 2008a). Cette libération de WRKY33 permet donc son 
recrutement pour ses promoteurs cibles. Un tel mécanisme pourrait être envisagé pour la régulation de 
l’activité transcriptionnelle. La recherche des interacteurs d’AtMYB30 pourront nous renseigner sur 
d’éventuelles kinases qui joueraient ce rôle. 
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AtMYB30 cible d’effecteurs bactériens ? 
D’autre part, un certain nombre de données récentes acquises au laboratoire laissent penser 
qu’AtMYB30 serait la cible d’effecteurs bactériens et notamment de l’effecteur bactérien XopD de Xcc. 
XopD a une activité SUMO protéase et semble être capable de réprimer la transcription de certains gènes 
de plante afin de contourner la mise en place de la défense (Kim et al., 2008). Des essais de 
transactivation ont montré que XopD était capable de réprimer l’activité transcriptionnelle d’AtMYB30 et 
d’interagir avec celui-ci (Cannone J., données non publiées). En effet, l’activation transcriptionnelle de la 
plante peut être manipulée par certains effecteurs. Par exemple les membres de la famille d’effecteurs 
AvrBS3 de Xanthomonas contiennent une séquence de localisation nucléaire et un domaine acide 
d‘activation de la transcription, suggérant que ces effecteurs miment des activateurs transcriptionnels 
végétaux et manipulent ainsi le transcriptome de la plante hôte (Kay and Bonas, 2009). Par ailleurs 
l’effecteur AvrPto interagit préférentiellement avec BAK1, ce qui interfère avec la formation du complexe 
FLS2-BAK1 nécessaire à la mise en place de la résistance basale (Shan et al., 2008) et pourrait également 
interférer avec l’interaction entre BAK1 et AtMYB30, précédemment citée, empêchant sa relocalisation 
dans le noyau par AtMYB30. AtMYB30 pourrait donc être la cible de plusieurs effecteurs, suggérant qu’il 
jouerait un rôle clé dans la résistance et la mort cellulaire hypersensible. 
 
 
 
 
 
Pour conclure, les approches menées au cours de cette étude ont apporté de 
nouveaux éléments de compréhension quant au mode d’action d’AtMYB30. Nous avons pu 
mettre ainsi en évidence le rôle d’un autre facteur MYB AtMYB96 dans l’initiation de la HR, 
partenaire d’AtMYB30 et l’existence d’un réseau/cascade de facteurs de transcription de type 
MYB contrôlant la réponse hypersensible. Nos travaux apportent également la notion d’un 
nouveau rôle pour les VLCFA dans la mise en place de la HR et des réponses de défense de la 
plante. Les approches nées de cette découverte vont s’attacher à identifier les composés actifs 
et les mécanismes de leur action. L’ensemble de ces données font d’AtMYB30 un régulateur 
clé de différents processus au cours de la vie de la plante et notamment dans les interactions 
plantes-agents pathogènes. 
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1. Matériel biologique 
 
1.1 Matériel végétal 
Des plantes d’Arabidopsis thaliana dans un fond génétique Ws-4 (Wassilewskaija) et Col-0 
(Columbia)  ont été utilisées dans ces expériences. Les graines ont été vernalisées et stérilisées comme 
précédemment décrit (Balagué et al., 2003). Les plantules transplantées en pots « jiffy » ont été cultivées 
dans des conditions contrôlées, à 21°C sous 70% d’humidité environ et une période de 8 heures de jour. 
Les plantes de Nicotiana benthamiana sont cultivées 4 semaines en serre ; 24h avant l’expérience, elles 
sont transférées en chambre de culture (26°C, 16 heures de jour).  
 
1.2 Souches bactériennes et inoculation 
 Les souches virulentes et avirulentes de Pseudomonas syringae pv. tomato, sont cultivées 3 jours 
à 28°C sur milieu King-B gélosé (King et al., 1954) additionné des antibiotiques adaptés Rifampycine à 
50 µg/mL pour la souche DC3000, Rifampycine à 50 µg/mL et Tetracycline à 10 µg/mL pour les souches  
DC3000/avrRpm1 et DC3000/avrRpt2, Rifampycine à 50 µg/mL et Kanamycine à 50 µg/mL pour la 
souche DC3000/avrPphB. 20 ml de milieu King-B liquide (additionné des antibiotiques nécessaires) sont 
ensemencés à partir de cette culture. Après incubation 12h à 28°C sous agitation (200 tours/min), la 
culture est lavée avec de l’eau stérile et centrifugée 3 minutes à 6000g deux fois. Le culot de bactéries est 
remis en suspension dans 2 ml d’eau distillée stérile et ajusté à la concentration voulue après mesure de la 
densité optique à 600 nm (sur la base de 1 DO600nm = 1.109 UFC/ml). 
Toutes les inoculations ont été réalisées 4 semaines après transfert des plantes en « jiffy ». Les 
plantes sont préalablement placées dans une atmosphère à forte hygrométrie 14 heures avant l’inoculation, 
en couvrant les bacs de plantes par du film transparent percé de trous, afin de provoquer l’ouverture des 
stomates. L’inoculation est réalisée à l’aide d’une seringue sans aiguille, en faisant pénétrer la suspension 
bactérienne par capillarité sous les feuilles. Afin d’observer les symptômes développés au cours de 
l’interaction ou pour la mesure de la mort cellulaire, les inoculations sont réalisées sur 1/3 du limbe 
foliaire d’un seul coté de la nervure centrale. Dans le cas d’échantillons destinés à des expériences de Q-
RT-PCR ou de dénombrement des populations bactériennes, la zone inoculée est étendue à l’ensemble de 
la feuille.  
 
1.3 Mesure de la croissance bactérienne in planta 
 La mesure de la croissance bactérienne in planta est déterminée en utilisant 4 disques foliaires par 
échantillon prélevés à l’aide d’un emporte pièce. A temps 0, ces disques sont prélevés  sur des feuilles 
lavées à l’éthanol 70% puis rincées 2 fois à l’eau. Pour chaque écotype, mutant ou lignée transgénique, 3 
plantes sont utilisées. Ces disques sont broyés 2 fois 30 secondes à l’aide du broyeur MasterMill MM300 
(Retsch). 1mL d’eau est ensuite ajouté au broyat et 100µL sont déposés sur les boîtes de pétri, contenant 
les antibiotiques de sélection. Le nombre d’unités formant des colonies (UFC) est compté après 2 jours à 
28°C. Chaque dépôt est réalisé en double. Pour le temps 3 jours, les 4 disques foliaires sont directement 
prélevés, non lavés et soumis au même protocole que ci-dessus. Des dilutions décimales sont réalisées (de 
10-1 à 10-4) et 5µL de ces dilutions sont déposés 3 fois. Pour chaque écotype, mutant ou lignée 
transgénique 5 plantes sont utilisées. Les comptages sont effectués après 2 jours à 28°C. 
Tableau 12 : Liste des oligonucléotides utilisés au cours des différentes expériences de Q-RT-PCR et non 
présentés dans la section « matériel et méthodes » des articles. 
Nom du  primer Locus Sequence Tm
-TUB 4 F At4g44340 GAGGGAGCCATTGACAACATCTT 65°C
-TUB 4 R At4g44340 GCGAACAGTTCACAGCTATGTTCA 65°C
SAND Family At2g38390  AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT 65°C
SAND Family At2g38390 TGATTGCATATCTTTATCGCCATC 65°C
LC LOH1 F At3g25540 TGGTTTTCAAATACTCTCTACTTTTGG 65°C
LC LOH1 R At3g25540 TGTAGAATCCAGCAGCAAACA 65°C
LC LOH2 F At3g19260 TTCCAGATTGCTGTCTATTTCG 65°C
LC LOH2 R At3g19260 TCAAAAGCCAAAGAGCTATCCT 65°C
LC LOH3 F At1g13580 TGGGTCATCATATTGCCACTC 65°C
LC LOH3 R At1g13580 TCGTGAAGTGCCAGAACAAC 65°C
LC SBH1 F At1g69640 GAGAGTTATAGATTGCATTCAAAGGTT 65°C
LC SBH1 R At1g69640 GGCATCACTTCCCGTCAC 65°C
LC SBH2 F At1g14290 AGGGCGTTCTTCTTCAACAG 65°C
LC SBH2 R At1g14290 GGAAAATTGCTGTGTCGTAGC 65°C
LC ERH F At2g37940 TTCTCGCTGGTCTTATCTGTCA 65°C
LC ERH R At2g37940 GACCAAGCTCCGGAAGAAG 65°C
LC ACD5 F AT5G51290 GCTGTTGGTGGGGATGGTTTCTTCAACG 65°C
LC ACD5 R AT5G51290 CAGAATTGAAGGAATCTGAAGGACTAGG 65°C
LC LCB2 F At5g23670 GGCAAATTCGTTTTCCGATTCGG 65°C
LC LCB2 R At5g23670 CTTCTTCTCCGGTCAATCAACTTGC 65°C
CER1 F AT1G02205 AAGGATGGGAAATGCATGAG 65°C
CER1 R AT1G02205 TGATGTGGAAGGAGGAGAGG 65°C
CER1 like1 F At1g02190 GCCATGATTTCCAACCTCTC 65°C
CER1 like1 R At1g02190 CAGCAAACAATGATGGAAGG 65°C
CER1 like2 R At2g37700 GGTGAAGAATTAAATGGGTATGGA 65°C
CER1 like2 R At2g37700 TGCTATGAAGCACCACCTCA 65°C
LC AtMYB30 F At3g28910 TCAAGAGTGATGATGGGAAGGAGT 65°C
LC AtMYB30 R At3g28910 GTCCACCAGAATCCTCAAACA 65°C
LC AtMYB96 F AT5G 62470 CGACACCAGTAATCACACAA 65°C
LC AtMYB96R AT5G 62470 GGTAGATGAAGAAGAAGAGG 65°C
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1.4 Mesure de la mort cellulaire in planta 
Pour la mesure de la mort cellulaire, 5 disques foliaires par échantillon sont prélevés et immergés 
dans une solution de bleu Evans à 0,25% dans l'eau distillée. Pour chaque écotype, mutant ou lignée 
transgénique, 3 plantes sont utilisées. L’ensemble est mis à agiter modérément pendant 20min à 
l’obscurité. Les disques foliaires sont ensuite disposés sur un support en verre fritté relié à une pompe à 
vide et rincés à l’eau jusqu'à ce que celle-ci soit entièrement limpide. Le matériel est ensuite disposé dans 
des tubes Eppendorf de 2mL avec quelques billes de verre et peut être stocké à –80°C pendant plusieurs 
jours. Le contenu des tubes est broyé grâce à un broyeur MasterMill MM300 (Retsch). Ensuite, 1 mL 
d’une solution de SDS à 0,5% est ajouté au broyat, la solution est agitée au vortex énergiquement puis 
centrifugée 5 min à 13000g. Une dilution au 1/5 avec de l’eau distillée est réalisée dans une cuvette pour 
spectrophotomètre afin de lire la DO à 600nm.  
 
 
2. Extraction des acides nucléiques 
2.1 Extraction d’ADN à partir de feuilles d’Arabidopsis 
Les extractions d’ADN pour le génotypage des lignées étudiées ont été réalisées à partir d’environ 
100mg de matériel végétal, placés dans un Eppendorf de 2mL contenant 2 grosses billes de verre. Après 
broyage au broyeur MasterMill MM300 (Retsch) pendant 30 sec à vitesse maximale sont ajoutés 400 µL 
de tampon d’extraction (Tris HCL pH8 à 200mM, NaCl à 250mM, EDTA à 25mM, SDS à 0,5%). Les 
tubes sont agités au vortex 5 secondes et centrifugés pendant 1 minute à 13000g. Le surnageant (300µL) 
est transféré  dans un tube contenant 300µL d’isopropanol,  et mélangé pendant 2 minutes puis centrifugé 
5 min à 13000g. Le culot est séché et repris dans 100µL d’eau. 
 
2.2 Extraction des ARN totaux de feuilles 
Toutes les extractions d’ARN ont été réalisées à l’aide des kits Nucleospin RNAII (Machery-
Nagel) selon les indications du fournisseur. 
 
 
3. Amplification des acides nucléiques 
3.1 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
Les réactions de PCR ont été réalisées sur un appareil MasterCycler Gradient (Eppendorf) en 
utilisant une polymérase du fournisseur Promega (GoTaq) pour les expériences de génotypage et une 
polymérase du fournisseur Invitrogen (Taq DNA polymérase) pour les clonages.  
 
3.2 Transcription inverse 
La transcription inverse est réalisée à partir de 1,5 μg d’ARN dans un volume final de 20 μl, grâce 
au kit “ Transcriptor Reverse transcriptase ” (Roche). 
 
 
 
Tableau 13 : Liste des oligonucléotides utilisés pour réaliser les différents clonages. 
sequences nom du primer Polarité Tm Locus
TCATCGATGGTGAGGCCTCCTTGTTGT Myb30 ClaI (+) 58 At3g28910
TCCGGATCCGAAGAAATTAGTGTTT AtMYB30-BamHI (-) 58 At3g28910
CGGGATCCTTTGAGTCTTCGGCGAGTTTTTC Myb30DADBamH1 (+) 58 At3g28910
TCATCGATGAACAAAGTCAATCAAGATT Myb30 DMyb ClaI (-) 58 At3g28910
TCATCGATGGGAAGACCACCTTGCTG Myb96 ClaI (+) 58 At5g62470
GGATCCTATAGATGAAGAAGAAGAGGA Myb96DAD BamH1 (-) 58 At5g62470
TCATCGATGATTAATGAATCTGGTGAAGAAG Myb96 DMyb ClaI (+) 58 At5g62470
TCATCGATGGGAAAGAGAGCAACTAC Myb123 ClaI (-) 58 At5g35550  
CGGGATCCACAAGTGAAGTCTCGGAGC Myb123 BamH1 (+) 58 At5g35550  
AAAAAGCAGGCTATGACTTCGGATGGAGCTAC BZR1gwy (-) 60 At1g75080
AGAAAGCTGGGTACAACCACGAGCCTTCCCATT BZR1gwy  (+) 64 At1g75080
AAAAAGCAGGCTGGCTGTATGACTTGTGTCTATC attB1promoteur MYB30 (-) 58 At3g28910
AGAAAGCTGGGTTATGATCTTGAACTCCCT attB2promoteur MYB30 (+) 58 At3g28910
AAAAAGCAGGCTGCTCAATGCACACAGCCACG attB1promoteur MYB96 (-) 58 At5g62470
AGAAAGCTGGGTTCTGTTTTCACCTTTTGAAAGG attB2promoteur MYB96 (+) 58 At5g62470
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAGTTATATACTGAAATTC attBPromoteur KCS1-F0 (-) 58 At1g01120
AAAAAGCAGGCTGGACACCTTGGCACAATCAA attB1Promoteur KCS1-F2 (+) 58 At1g01120
AAAAAGCAGGCTCATGTGGGATACACATTTATA attB1Promoteur KCS1-F2 (+) 58 At1g01120
AAAAAGCAGGCTCTTGCTAATAAAAACATCATGG attB1Promoteur KCS1-F3 (+) 58 At1g01120
AAAAAGCAGGCTCCCATCATTAAATTCGAATA attB1Promoteur KCS1-F4 (+) 58 At1g01120
AGAAAGCTGGGTCAGTATAGTTTTGGGTCGAA attB2Promoteur KCS1 (-) 58 At1g01120
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3.3 PCR quantitative 
La PCR quantitative en temps réel est réalisée grâce au kit  “LightCycler 480 SYBR Green I” 
(Roche, France) sur une machine Light Cycler 480 II machine (Roche Diagnostics, Meylan, France). Elle 
est réalisée sur des ADNc dilués 10 fois pour un volume réactionnel final de 7µL.  
Les conditions des Q-PCR sont les suivantes:  
- Dénaturation : 95°C pendant 5 minutes 
- Amplification : 95°C pendant 15 secondes 
           65°C pendant 20 secondes  
           72°C pendant 20 secondes 
- Fusion : 95°C pendant 10 secondes  
  65°C pendant 15 secondes  
- Refroidissement : 40°C pendant 1 minute 
L’expression des gènes est calculée à partir du ΔCp entre le gène d’intérêt et la moyenne du ΔCp de 2 
gènes de ménage (SAND family (At2g28390) and -tubulin 4 (At5g44340)). Les facteurs d’induction 
sont calculés comme le rapport de la concentration normalisée d’un échantillon par la concentration 
normalisée de l’échantillon témoin, généralement celui correspondant à la plante sauvage non inoculée. 
Les oligonucléotides utilisés sont disponibles dans le tableau 12. 
 
 
4. Transformation transitoire des plantes 
4.1 Construction des vecteurs d’expression et souches bactériennes 
Les constructions pAMpAT-35S:FLAG-AtMYB30-RGRBD, pBIN-35S :3HA-AtMYB30-RGRBD, pAMpAT-
35S:FLAG-AtMYB96-RGRBD et pBIN-35S :3HA-AtMYB96-RGRBD ont été réalisées selon la technologie 
Gateway (Invitrogen). Les plasmides sont ensuite introduits dans des cellules d’A. tumefaciens GV3103 
ou C58C1 et les bactéries cultivées sur milieu sélectif. 
Les constructions 35S:AtMYB30-TAP, 35S :AtMYB96-TAP, 35S :AtMYB123-TAP,et 35S :BZR-TAP ont 
été réalisées après digestion respectivement de l’ADNc d’AtMYB30, d’AtMYB96, d’AtMYB123 et de 
BZR par les enzymes ClaI et BamHI. Les inserts sont clonés dans le vecteur binaire pBIN19H en aval du 
promoteur 35S et fusionnés avec la protéine A (étiquette TAP). Nous avons réalisé de la même façon, la 
construction des transgènes 35S:AtMYB30AD-TAP, 35S:AtMYB30MYB-TAP, 35S:AtMYB96AD-TAP 
et 35S:AtMYB96MYB-TAP qui correspondent respectivement à AtMYB30 et AtMYB96 délétés 
respectivement de leur domaine putatif de transactivation ou de leur domaine de liaison à l’ADN. Les 
constructions ont été introduites chez A. tumefaciens GV3101.  
Les transgènes PromoteurVLCFA:GFP-GUS ont été fournis par J. Joubès (Université de Bordeaux II). 
Les promoteurs d’AtMYB30 et d’AtMYB96 ont été clonés par technologie gateway et introduit dans le 
même vecteur pKGWFS7 utilisé pour les constructions PromoteurVLCFA:GFP-GUS. 
L’ensemble des oligonucléotides qui ont permis de générer ces constructions est présenté dans le tableau 
13. 
 
 
4.2 Transformation transitoire chez Nicotiana benthamiana 
Les différentes souches d’A. tumefasciens contenant les constructions d’intérêt sont étalées sur 
milieu YEB gélosé additionné des antibiotiques adaptés (tableau 14) et incubées 3 jours à 28°C. Les 
45 cycles 
Tableau 14 : Liste des constructions utilisées pour les essais d’expression transitoire chez N. benthamiana
et pour la transformation stable d’A. thaliana. 
Constructions Souches d'A. tumefasciens Milieu Séléctif
pAMpAT-35S:FLAG-AtMYB30-RGRBD GV3103 YEB + Rifampicine 25µg/ml  + Carbénicilline 50µg/ml
pAMpAT-35S:FLAG-AtMYB96-RGRBD GV3103 YEB + Rifampicine 25µg/ml  + Carbénicilline 50µg/ml
pBIN-35S:3HA-AtMYB30-RGRBD  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pBIN-35S:3HA-AtMYB30-RGRBD  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pBin19H-35S :AtMYB30-TAP  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pBin19H-35S :AtMYB96-TAP  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pBin19H-35S :AtMYB123-TAP  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pBin19H-35S :BZR1-TAP  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pBIN19H-35S:ATMYB30MYB -TAP  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pBIN19H-35S-AtMYB30AD-TAP  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pBIN19H-35S:ATMYB96MYB -TAP  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pBIN19H-35S-AtMYB96AD-TAP  C58C1 YEB + Tétracycline 5µg/ml + Kanamycine 50µg/ml
pKGWFS7 -  KCS promoteur:GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  CER6 promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  FDH promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  KCS-like promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  AtYBR159 promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  AtTSC13 promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  CER1 promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  CER2 promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  CER2-like promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  AtTSC13-like promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  DH1 promoteur :GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  DH2 promoteur:GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  DH3 promoteur:GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  DH4 promoteur:GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 - LACS3 promoteur:GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  KCS16 promoteur:GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 -  BiFWS promoteur:GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 - FAR3 promoteur:GFP-GUS  C58C1 YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 - AtMYB30promoteur:GFP-GUS GV3103  YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 - AtMYB96promoteur:GFP-GUS GV3103  YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 - KCS1promoteur:GFP-GUS F0 GV3103  YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 - KCS1promoteur:GFP-GUS F1 GV3103  YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 - KCS1promoteur:GFP-GUS F2 GV3103  YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 - KCS1promoteur:GFP-GUS F3 GV3103  YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
pKGWFS7 - KCS1promoteur:GFP-GUS F4 GV3103  YEB+Spectinomycine 10µg/ml +  Gentamycine 10µg/ml
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différentes souches sont ensemencées dans du milieu YEB liquide avec les antibiotiques correspondants 
puis placés sous agitation (200 tours.min-1) 24h à 28°C. Après centrifugation (15min à 4000rpm), le culot 
est mis en suspension dans 2mL d’une solution de MgCl2 à 10mM et la densité optique est mesurée à 
600nm. Chaque solution bactérienne est alors diluée dans du MgCl2 10mM afin d’obtenir une DO de 0.5, 
à laquelle est ajouté de l’acétosyringone à 0.1µM de manière à stimuler la virulence des agrobactéries. La 
solution est laissée 2 heures à température ambiante. L’inoculation est réalisée à l’aide d’une seringue 
sans aiguille, en faisant pénétrer la suspension bactérienne par capillarité sous les feuilles. 
 
 
4.3 Induction transitoire au dexaméthasone 
 Les inductions au déxaméthasone ont été réalisées selon le même protocole soit sur des lignées 
stable d’Arabidopsis, soit après co-transfection transitoire de la construction AtMYB30-RGRBD chez N. 
benthamiana ou A. thaliana.  
Dans un premier temps, des feuilles d’Arabidopsis ou de Tabac sont infiltrées avec des agrobactéries 
contenant la construction AtMYB30-RGRBD. Un jour et demi après co-transfection ou sur les lignées 
stables AtMYB30-RGRBD, les feuilles sont infiltrées avec du dexaméthasone à différéntes concentrations 
(5 ou 10µM, préalablement dilué dans du DMSO) et/ou avec du cycloheximide à différentes 
concentrations (10 ou 100µM, préalablement dilué dans du DMSO). Ensuite, sont prélévés des disques 
foliaires 0, 2,4, 6 et 24 heures après infiltrations pour des analyses Q-RT-PCR, et mesuer de l’activité 
GUS. 
 
 
4.4 Mesure de l’activité GUS 
La mesure de l’activité GUS est réalisée comme décrit par Pontier (Pontier et al., 2001). La 
quantité de protéines est évaluée à l’aide du kit Biorad et l’activité enzymatique est exprimée en 
nkatal/mg de protéines. 
 
 
4.5 Analyse de l’expression de protéines par Western blot 
Les disques foliaires sont broyés dans l’azote liquide et le broyat repris dans 80µL de tampon 
d’extraction (50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 1mM DTT, cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma), 
0,5% polyvinylpolypyrolidone). Après centrifugation, le surnageant est additionné de tampon de charge 
[solution stock 6X: 2mL de Tris pH 6,5, 3mL de glycérol, 1g de SDS et de -mercaptoéthanol]. Les 
électrophorèses SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis) sont 
réalisées avec des gels à 10% d’acrylamide à l’aide de l’appareil MiniProtean II (Biorad). Après 
migration, les protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose (Whatman). Après 30min de 
blocage sous agitation avec un mélange de TBS-T (Tween–Tris-buffered saline) et de lait à 5%, les 
anticorps sont ajoutés. L’incubation avec les anticorps anti-GFP (dilution 1/2000ème) est suivie d’une 
seconde incubation avec des anticorps anti-IgG de lapin couplés à la peroxydase de raifort (dilution 1/50 
000ème). Les anticorps anti-TAP déjà couplés, sont utilisés seuls (dilution 1/1000ème). La détection du 
signal chemio-luminescent est effectuée avec le kit ECL (Amersham) sur films autoradiographiques 
(Kodak). 
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5. Transformation stable chez Arabidopsis thaliana 
5.1 Transformation 
Les différentes souches d’A. tumefaciens contenant les constructions utilisées sont mises en 
culture comme précédemment.  Une préculture (5mL) est utilisée pour ensemencer 250mL de milieu YEB 
contenant les mêmes antibiotiques et la culture est placée sous agitation. Après 24h, lorsque la densité 
optique de la culture a atteint une DO de 0.8 à 1, ces solutions bactériennes sont centrifugées 15min à 
4000rpm et le culot bactérien est resuspendu dans 250ml de milieu MS liquide contenant 50g.L-1 de 
saccharose et un agent mouillant (Silwett S-77, 100µL.L-1). Les fleurs d’Arabidopsis âgées d’environ 6 
semaines sont ensuite trempées 30 secondes dans cette solution bactérienne. Les plantes sont ensuite 
placées en chambre de culture jusqu’à la récolte des graines.  
 
5.2 Sélection des transformants 
La selection des plantes transgéniques AtMYB96ox, 3HA-AtMYB30-RGRBD, 3HA-AtMYB96-
RGRBD a été réalisée sur la base de la résistance à la kanamycine, conféré par l’ADN-T. 
Dans le cas des constructions FLAG-AtMYB30-RGRBD et FLAG-AtMYB96-RGRBD, l’ADN-T 
inséré dans ce cas confère une résistance à l’herbicide Basta. Les lignées ont été sélectionnées en T1sur la 
base de leur capacité à pousser sur un milieu gélosé additionné de sulfadiazine pour un criblage in vitro et 
sur un mélange terreau/sable imbibé par capillarité d’une solution de Basta à 100µl/L final.  
Ensuite quelle que soit la construction introduite, l’insertion de l’ADN-T a été vérifiée par analyse 
PCR sur la génération T1 et confirmée sur la génération T2, plantes sur lesquelles nous avons étudié la 
ségrégation sur milieu sélectif puis l’homozygotie en génération T3. Les lignées homozygotes en 
génération T3 sont choisies sur la base d’une expression forte du transcrit dans des plantes âgées de 4 
semaines et en absence d’infection et le niveau de protéines est détecté par western blot.  
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Titre : Analyse fonctionnelle d’AtMYB30, un régulateur transcriptionnel impliqué dans la mort 
cellulaire hypersensible chez Arabidopsis thaliana 
 
Résumé 
Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent la Réponse Hypersensible (HR), une forme de mort 
cellulaire programmée généralement associée à la résistance des plantes, demeurent mal compris. 
AtMYB30, membre de la famille de facteurs transcriptionnels de type MYB, a été identifié sur la base 
de son expression spécifique, rapide et transitoire au cours des premières étapes de la HR chez 
Arabidopsis thaliana. De plus, des approches génétiques ont montré qu’AtMYB30 est un régulateur 
positif de la HR. 
A partir de ces données et afin de mieux comprendre le mode d’action d’AtMYB30, trois questions 
majeures ont sous-tendu mes travaux de thèse : (i) quelles sont les cibles directes d’AtMYB30, (ii) 
quel est le rôle d’un proche homologue d’AtMYB30, AtMYB96 ? et (iii) AtMYB30 est-il à l’origine d’un 
ou plusieurs signaux de mort cellulaire de nature lipidique ? 
(i) Une analyse transcriptomique, validée par des données moléculaires, biochimiques et génétiques, 
a permis d’identifier les cibles putatives de ce facteur de transcription, impliquées dans la voie de 
biosynthèse des acides gras à très longues chaines (VLCFA).  L’identification, parmi ces cibles 
putatives, de celles qui sont directes a été entreprise par l’utilisation de lignées inductibles. Une 
analyse fonctionnelle du promoteur du gène cible KCS1, a permis d’identifier une région régulatrice de 
300 bp nécessaire à l’activation transcriptionnelle par AtMYB30. 
(ii) AtMYB96, proche homologue et interacteur d’AtMYB30, avait été identifié comme régulateur positif 
de la HR et de la résistance. Par des approches génétiques, nous avons montré que les 2 facteurs de 
transcription, AtMYB96 et AtMYB30, collaborent ensemble pour le contrôle de la HR et exercent un 
contrôle transcriptionnel l’un sur l’autre, suggérant qu’ils participent à une cascade de régulation. La 
formation du complexe de transcription AtMYB30-AtMYB96, ainsi que la régulation croisée d’AtMYB30 
et d’AtMYB96 au niveau transcriptionnel, semblent toutes deux jouer un rôle important dans la 
régulation des gènes cibles. Néanmoins le rôle d’AtMYB96 dans le contrôle transcriptionnel des cibles 
d’AtMYB30 semble de façon surprenante, être celui d’un répresseur.  
(iii) Afin de tester l’hypothèse selon laquelle AtMYB30 pourrait moduler un signal de mort cellulaire de 
nature lipidique en augmentant la synthèse de VLCFA ou de leurs dérivés, différentes stratégies ont 
été développées. Elles ont  visé à identifier l’(les)étape(s) dans la voie de synthèse des VLCFA ou des 
sphingolipides affectée(s) par l’action d’AtMYB30 par (i) une analyse génétique consistant à croiser 
des mutants affectés dans la synthèse de VLCFA, de cires ou de sphingolipides et des lignées 
surexprimant AtMYB30, et (ii) des analyses biochimiques visant à déterminer les teneurs en VLCFA et 
espèces sphingolipidiques dans les différentes lignées d’AtMYB30 ou AtMYB96 en situation 
d’infection ou non. Ces travaux ont permis de confirmer le rôle des VLCFA dans le contrôle de la mort 
cellulaire médiée par AtMYB30, et semblent indiquer un rôle important, qui devra être confirmé, des 
céramide synthases. 
Mon travail de thèse a donc permis de mettre en évidence le rôle régulateur d’AtMYB30 dans la 
génération d’un signal de mort cellulaire programmée chez les plantes via l’activation de ses gènes 
cibles. Par ailleurs, il a permis de préciser le rôle d’AtMYB96, interacteur d’AtMYB30, capable de 
collaborer avec AtMYB30 pour le contrôle du programme de mort cellulaire hypersensible chez 
Arabidopsis thaliana. 
 
Mots clefs : Réponse Hypersensible, Résistance, Mort cellulaire programmée, AtMYB30, Facteur de 
transcription MYB, Cibles Directes, Cascade de régulation, Complexe transcriptionnel, Signalisation 
lipidique, Métabolisme des Acides Gras à très longue chaîne, Sphingolipides. 
